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(57) Abstract: The invention concerns 
substituted tetrahydro-l<I>H</I>-pyra- 
zolo[3,4-c]pyridines, compositions containing 
same and use thereof. The invention concerns 
in particular novel substituted tetrahy- 
dro-l<I>H</I>-pyrazolo[3,4-c]pyridines 
having a therapeutic activity, useful in 
particular in oncology. 



(57) Abrege : Tetrahydro-l//-pyrazo]o[3,4-c]pyridines substituees, compositions les contenant et utilisation. La presente invention 
concerne notamment de nouvelles tetrahydro-l//-pyrazolo[3,4-c]pyridines substituees ayant une activite therapeutique, utilisables 
en particulier en oncologic 
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TETRAHYDRO-1H-PYRAZOLOf3.4-c1PYRlDINES SUBSTITUEES. 
COMPOSITIONS LES CONTENANT ET UTILISATION. 

La presente invention concerne de nouveaux composes chimiques, 
particulierement de nouvelles tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridines, des 
5 compositions les contenant, et leur utilisation comme medicaments. 

Plus particulierement, I'invention concerne de nouvelles tetrahydro-1f/- 
pyrazolo[3,4~c]pyridines presentant une activite anticancereuse, et en 
particulier une activite inhibitrice de kinases, notamment Tie2. 

Seules queiques tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridines sont connues. 

10 Ainsi, WO 02/012442 divulgue des tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridines 
substituees en position 5 par un groupement amino, eventueilement 
substitue. Ces produits sont utiles pour le traitement du cancer et d'autres 
maladies liees a une proliferation cellulaire. 

P. Krogsgaard-Larsen et al. dans Eur. J. Med. Chemical - Chim. Ther. 
15 (1979), 14(2), p.157-164 divulgue deux tetrahydro-1rt-pyrazolo[3,4- 
cjpyridines substituees en position 3 par un groupement hydroxy. 

WO 96/12720 revendique des tetrahydro-1H-pyrazo!o[3,4-c]pyridines 
substituees en position 3 par des substituants choisis parmi H, alkyle, 
alkylene, cycloalkyle, et methylenecycloalkyle, et en positions 1 et 6 par des 
20 substituants varies. Ces produits sont decrits comme inhibiteurs (i) de 
phosphodiesterase de type IV (PDE-IV), et (ii) de facteur de necrose tumoraie 
(TNF), et sont, de ce fait, consideres utiles dans le traitement de maladies 
inflammatoires. Aucun exemple de compose selon I'invention n'est divulgue. 

Des tentatives pour obtenir des inhibiteurs efficaces de Tie2 ont deja abouti 
25 dans le passe (voir a ce propos, par exemple, WO 98/02434 ; WO 98/41525 ; 
WO 99/10325; WO 99/17770; WO 99/54286; WO 99/21859; WO 
99/55335 ; WO 00/17202 ; WO 00/17203 ; WO 00/27822 ; WO 00/75139 ; 
WO 01/37835; WO 01/57008; WO 01/72751; WO 02/060382; WO 
02/076396; WO 02/076463; WO 02/076954; WO 02/076984; WO 
30 02/076985 ; WO 02/080926 ; WO 03/004488). 

Toutefois, aucun de ces documents ne divulgue de derives de 4,5,6,7- 
tetrahydro-1H-pyrazo!o[3,4-c]pyridines telles que definies plus loin, 
presentant une activite a I'encontre de kinases, en particulier Tie2. 
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A cet effet, les produits conformes a I'invention selon son premier aspect 
repondent a la formule (I) suivante : 



5 et ses tautomeres, dans laquelle : 

L est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO, NHCO, NH, NHS0 2) 
SO s NH, NHCONH, CH 2 NH, NHCH 2 , 

X est choisi parmi liaison, CH 2f CO, S0 2> CONH, COO ; 

R1 est choisi parmi OH, H, alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
10 heteroaryle, eventueliement substitue, et, lorsque X est liaison, alors R1 peut 
aussi etre halogene; 

R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryle, eventuellement substitue ; 

les substituants etant independamment choisis parmi R3, 0-R3, halogene, 
N0 2 , S0 2 -R3, CO-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, NHSO z - 
R3, NHCONH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, S0 2 0-R3, 
OCONH-R3, OS0 2 NH-R3, ou chaque R3 est independamment choisi parmi 
H, alkyle, cycloalkyle, alcenyle, aryle, heteroaryle, heterocyclyle, 
eventuellement substitue par halogene, aryle, heteroaryle, R4, OR4, N(R4) 2 , 
chaque R4 etant independamment choisi parmi H, C1-C4 alkyle, et C1-C4 
alkyle halogene. 

Des produits conformes a I'invention selon son premier aspect sont plus 
particulierement choisis parmi des produits de formule generate (II) suivante : 




H 



(I) 




H 



(ID 



et ses tautomeres, dans laquelle : 
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X est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO ; 

R1 est choisi parmi alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, heteroaryle, 
eventuellement substitue ; 

R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
5 heteroaryle, eventuellement substitue ; 

les substituants etant independamment choisis parmi R3, 0-R3, halogene, 
N0 2 , S0 2 -R3, CO-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, NHS0 2 - 
R3, NHCONH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, SO z O-R3, 
OCONH-R3, OS0 2 NH-R3, ou chaque R3 est independamment choisi parmi 
10 H, alkyle, cycloalkyle, alcenyle, aryle, heteroaryle, heterocyclyle, 
eventuellement substitue par halogene, aryle, heteroaryle, OR4, N(R4) 2 , ou 
chaque R4 est independamment choisi parmi H, C1-C4 alkyle. 

Des produits conformes a ['invention selon son premier aspect sont plus 
particulierement choisis parmi des produits de formule generate (III) suivante : 



X est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO ; 

R1 est choisi parmi alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, heteroaryle, 
20 eventuellement substitue ; 

R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryle, eventuellement substitue ; 

dans lequel les substituants sont Independamment choisis parmi R3, 0-R3, 
halogene, N0 2 , S0 2 -R3, CO-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, 
25 NHS0 2 -R3, NHCONH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, 
S0 2 0-R3, OCONH-R3, OS0 2 NH-R3, dans lequel chaque R3 est 
independamment choisi parmi H, alkyle, cycloalkyle, alcenyle, aryle, 
heteroaryle, heterocyclyle, eventuellement substitue par halogene, aryle, 




15 



H 



(HI) 



et ses tautomeres, dans lesquels : 
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heteroaryle, OR4, N(R4) 2 , et dans lequel chaque R4 est Independamment 
choisi parmi H, C1-C4 alkyle. 

Un produit conforme a I' invention est avantageusement choisi parmi les 
produits selon son premier aspect, dans lesquels R1 est heretoaryfe, 
5 eventuellement substitue, dans lequel un heteroaryle prefere est choisi parmi 
benzimidazolyle, indolyle, pyrrolyle, eventuellement substitue par halogene, 
R4, 0-R4. 

Pius particulierement, un heteroaryle prefere est choisi parmi benzimidazol- 
yle, indoI-2-yle, pyrrol-2-yle, eventuellement substitue par halogene, R4, O- 
10 R4. 

Un produit conforme a invention selon son premier aspect a 
avantageusement un substituant R2 choisi parmi phenyle, pyridyle, thienyle, 
C1-C4 alkyle, et C3-C7 cycloalkyle, eventuellement substitue. 

X peut etre avantageusement choisi parmi CO et S0 2 . 

15 Un produit conforme a I'invention selon son premier aspect est 
avantageusement choisi parmi les produits de formule (I), dans laquelle R1 
estH. 

Un produit prefere est avantageusement choisi parmi les produits de formule 
(I) dans lesquels R1 est aryle substitue. 

20 Selon un premier mode de realisation prefere, un produit prefere est 
avantageusement choisi parmi les produits de formule generate (I) dans 
lesquels R1-L est R1-NH-CO, et plus preferentiellement dans les cas ou 
RlestH. 

Tres preferentiellement, et selon un second mode de realisation prefere, un 
25 produit prefere est avantageusement choisi parmi (i) les produits de formule 
generale (I) ou (ii) de preference les produits selon Ie premier mode de 
realisation prefere, dans laquelle X est liaison, et dans laquelle R2 est choisi 
parmi aryle substitue et heteroaryle substitue. 

Selon un troisieme mode de realisation prefere, un produit plus prefere est 
30 choisi parmi les produits conformes a I'invention selon son second mode de 
realisation, dans lequel R2 est choisi parmi 
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- aryle substitue par NHS0 2 -R3 ou NHCONH-R3, et 

- heteroaryle substitue par NHS0 2 -R3, ou NHCONH-R3. 

Des produits selon le troisieme mode de realisation prefere sont 
avantageusement choisis parmi 
5 - aryle substitue par NHS0 2 -R3 ou NHCONH-R3, et 

- heteroaryle substitue par NHS0 2 -R3, ou NHCONH-R3, 

dans lequel aryle est phenyle, et dans lequel heteroaryle est choisi parmi 
pyridyle et pyrimidyle. 

Selon un quatrieme mode de realisation, des produits selon le troisieme 
10 mode de realisation prefere sont avantageusement choisis parmi 

- aryle substitue par NHS0 2 -R3 ou NHCONH-R3, et 

- heteroaryle substitue par NHS0 2 -R3, ou NHCONH-R3, 

dans lesquels R3 est choisi parmi aryle substitue et heteroaryle substitue, 
dans lequel R3 est avantageusement substitue par un substituant selectionne 
15 dans le groupe constitue par halogene, R4, OR4, N(R4)2, dans lequel chaque 
R4 est independamment choisi parmi H, C1-C4 alkyle, et C1.-C4 alkyle 
halogene. 

Selon un cinquieme mode de realisation, des produits selon le quatrieme 
mode de realisation prefere sont avantageusement choisis parmi: 



20 




Un produit conforme a I'invention selon son premier aspect, peut se presenter 
sous forme : 
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1) racemique, ou 

2) enrichie en un stereoisomere, ou 

3) enrichie en un enantiomere ; 
et etre eventuellement salifie. 

5 Selon un second aspect, {'invention concerne des compositions 
pharmaceutiques comprenant un produit tel que defini precedemment, en 
combinaison avec un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

Selon un troisieme aspect, invention concerne I'utilisation d'un produit tel 
que defini precedemment, comme agent modulant I'activite d'une kinase. Une 
10 kinase preferee sera avantageusement choisie parmi Tie2 et KDR. Tie2 est 
plus preferee. 

Selon son troisieme aspect, I'invention concerne I'utilisation d'un produit tel 
que defini precedemment, pour la fabrication d'un medicament utile pour 
traiter un etat pathologique, en particulier le cancer. 

15 Des produits conformes a I'invention peuvent etre obtenus par de methodes 
bien connues de i'homme de I'art, en particulier en ce qui concerne les 
techniques de couplage entre un acide et une amine. Voir, par exemple, J. 
March, Advanced organic chemistry, (J. Wiley & Sons, ed.), quatrieme 
edition, 1992. 

20 Les produits de I'invention sont utiles comme agents inhibiteurs d'une 
reaction catalysee par une kinase. Tie2 est une kinase pour laquelle les 
produits de I'invention seront particulierement utiles en tant qu'inhibiteurs. 
Ces produits peuvent aussi etre utiles comme inhibiteurs d'autres kinases 
telles que KDR. 

25 Des raisons pour lesquelles ces kinases sont choisies sont donnees ci- 
apres : 

Tie2 

Tie-2 (TEK) est un membre d'une famille de recepteurs a tyrosine kinase, 
specifique des cellules endothelials. Tie2 est le premier recepteur a activite 
30 tyrosine kinase dont on connaTt a la fois I'agoniste (angiopoietine 1 ou Ang1) 
qui stimule Tautophosphorylation du recepteur et la signalisation cellulaire [S. 
Davis et al (1996) Cell 87, 1161-1169] et I'antagoniste (angiopoietine 2 ou 
Ang2) [P.C. Maisonpierre et al. (1997) Science 277, 55-60]. L'angiopoTetine 1 
peut synergiser avec le VEGF dans les derniers stades de la neo- 
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angiogenese [AsaharaT. Circ. Res.(1998) 233-240]. Les experiences de 
knock-out et les manipulations transgeniques de I'expression de Tie2 ou de 
Ang1 conduisent a des animaux qui presentent des defauts de 
vascularisation [D.J. Dumont et al (1994) Genes Dev. 8, 1897-1909 et C. Suri 
5 (1996) Cell 87, 1171-1180]. La liaison d'Angl a son recepteur conduit a 
I'autophosphorylation du domaine kinase de Tie2 qui est essentielle pour la 
neovascularisation ainsi que pour le recrutement et 1'interaction des 
valsseaux avec les pericytes et les cellules musculaires lisses ; ces 
phenomenes contribuent a la maturation et la stabilite des vaisseaux 

10 nouvellement formes [P.C. Maisonplerre et al (1997) Science 277, 55-60]. Lin 
et a! (1997) J. din. invest. 100, 8: 2072-2078 et Lin P. (1998) PNAS 95, 
8829-8834, ont montre une inhibition de la croissance et de la vascularisation 
tumorale, ainsi qu'une diminution des metastases de poumon, lors 
defections adenovirals ou directions du domaine extracellulaire de Tie-2 

15 (Tek) dans des modeles de xenographes de tumeur du sein et de melanome. 

Les inhibiteurs de Tie2 peuvent etre utilises dans les situations ou une 
neovascularisation se fait de facon inappropriee (c'est-a-dire dans la 
retinopathie diabetique, Pinflammation chronique, le psoriasis, le sarcome de 
Kaposi, la neovascularisation chronique due a la degeneration maculaire, 
20 I'arthrite rhumatoYde, Themoangiome infantile et les cancers). 

KDR 

KDR (Kinase insert Domain Receptor) aussi appelee VEGF-R2 (Vascular 
Endothelial Growth Factor Receptor 2), est exprime uniquement dans les 
cellules endothelials. Ce recepteur se fixe au facteur de croissance 

25 angiogenique VEGF, et sert ainsi de mediateur a un signal transductionnel 
via I'activation de son domaine kinase intraceliulaire. L'inhibition directe de 
I'activite kinase de VEGF-R2 permet de reduire le phenomene d'angiogenese 
en presence de VEGF exogene (Vascular Endothelial Growth Factor : facteur 
de croissance vasculaire endothelial) (Strawn et al., Cancer Research, 1996, 

30 vol. 56, p. 3540-3545). Ce processus a ete demontre notamment a Taide de 
mutants VEGF-R2 (Millauer et al., Cancer Research, 1996, vol. 56, p. 1615- 
1620). Le recepteur VEGF-R2 semble n'avoir aucune autre fonction chez 
I'adulte que celle liee a I'activite angiogenique du VEGF. Par consequent, un 
inhibiteur selectif de I'activite kinase du VEGF-R2 ne devrait demontrer que 

35 peu de toxicite. 
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En plus de ce role central dans le processus dynamlque angiogenique, des 
resultats recents suggerent que I'expression de VEGF contribue a la survie 
des cellules tumorales apres des chlmio- et radio-therapies, soulignant la 
synergie potentielle d'inhibiteurs de KDR avec d'autres agents (Lee et al. 
5 Cancer Research, 2000, vol. 60, p.5565-5570). 

Partie experimental 

Methode A : Analyse par LC/MS 

Les analyses LC/MS ont ete realisees sur un appareil Micromass modele 
LCT relie a un appareil HP 1100. L'abondance des produits a ete mesuree a 

10 I'aide d'un detecteur a barrette de diodes HP G1315A sur une gamme d'onde 
de 200-600 nm et un detecteur a dispersion de lumiere Sedex 65. 
L'acquisition des spectres de masses Mass spectra a ete realisee sur une 
gamme de 180 a 800. Les donnees ont ete analysees en utilisant le logiciel 
Micromass MassLynx. La separation a ete effectuee sur une colonne Hypersil 

15 BDS C18, 3 urn (50 x 4.6 mm), en eluant par un gradient lineaire de 5 a 90% 
d'acetonitrile contenant 0,05% (v/v) d'acide trifluoroacetique (TFA) dans I'eau 
contenant 0,05% (v/v) TFA en 3,5 mn a un debit de 1 mL/mn. Le temps total 
d'analyse, incluant la periode de reequilibration de la colonne, est de 7 mn. 
Methode B : Purification par LC/MS: 

20 Les produits ont ete purifies par LC/MS en utilisant un systeme Waters 
FractionsLynx compose d'une pompe a gradient Waters modele 600, d'une 
pompe de regeneration Waters modele 515, d'une pompe de dilution Waters 
Reagent Manager, d'un auto-injecteur Waters modele 2700, de deux vannes 
Rheodyne modele LabPro, d'un detecteur a barrette de diodes Waters 

25 modele 996, d'un spectrometre de masse Waters modele ZMD et d'un 
collecteur de fractions Gilson modele 204. Le systeme etant controle par le 
logiciel Waters FractionLynx. La separation a ete effectuee alternativement 
sur deux colonnes Waters Symmetry (Cia, 5uM, 19x50 mm, reference 
catalogue 186000210), une colonne etant en cours de regeneration par un 

30 melange eau / acetonitrile 95/5 (v/v) contenant 0,07% (v/v) d'acide 
trifluoroacetique, pendant que I'autre colonne est en cours de separation. 
L'elution des colonnes a ete effectuee en utilisant un gradient lineaire de 5 a 
95% d'acetonitrile contenant 0,07% (v/v) d'acide trifluoroacetique dans I'eau 
contenant 0,07% (v/v) d'acide trifluoroacetique, a un debit de 10 mL/mn. A la 

35 sortie de la colonne de separation, un millieme de I'effluent est separe par un 
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LC Packing Accurate, dilue a I'alcool methylique a un debit de 0,5 mL/mn et 
envoye vers les detecteurs, a raison de 75% vers le detecteur a barrette de 
diodes, et les 25% restants vers le spectrometre de masse. Le reste de 
I'effluent (999/1000) est envoye vers le coilecteur de fractions ou le flux est 
5 elimine tant que la masse du produit attendu n'est pas detectee par le logiciel 
FractionLynx. Les formules moleculaires des produits attendus sont fournies 
au logiciel FractionLynx qui declenche la collecte du produit quand le signal 
de masse detecte correspond a Hon [M+H] + et/ou au [M+Na] + . Dans certains 
cas, dependant des resultats de LC/MS analytique, quand un ion intense 
10 correspondant a [M+2H] ++ a ete detecte, la valeur correspondant a la moitie 
de la masse moieculaire calculee (MW/2) est aussi fournie au logiciel 
FractionLynx. Dans ces conditions, ia collecte est aussi declenchee quand le 
signal de masse de I'ion [M+2H] ++ et/ou [M+Na+H] ++ sont detectes. 

Methode C : Analyse El 
15 Les spectres de masse ont ete realises en impact electronique (70eV) sur 
spectrometre Finnigan SSQ 7000. 

Methode D : Analyse RMN 

Les spectres RMN ont ete realises sur spectrometre BRUKER Avance 300 et 
BRUKER Avance DRX 400. 

20 4-(Diazo-ethoxycarbonyl-methyl)-4-hydroxy-piperW^ de 
tert-butyle 



o 

6 



THF 

Ar, -78°C 



BuLi 



2. AcOH, -78*C 



MW = 199.25 



MW = 313.35 





CAS 


Norn 


d 


MM 


eq 


mmol 


g 


mL 


1 


79099- 
07-3 


N-Boc- 
piperidinone 




199.25 


1.00 


50.19 


10.00 




2 


623-73- 
4 


diazoacetate 
d'ethyle 


1.085 


114.1 


1.05 


52.70 


6.01 


5.54 
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3 


1 09-72- 
8 


BuLi 1 6 M 

L^U^I 1 |V 1VI 

hexane 






1.60 


80.30 




50.19 


4 


108-18- 
9 


di-isopropyl 
amine 


0.720 


101.19 


1.60 


80.30 


8.13 


11.29 


5 


109-99- 
9 


THF sur tamis 

moleculaire 

4A 






10 
vol. 






500 


6 


64-19-7 


AcOH 100% 


1.050 


60.05 


5.00 


250.94 


15.07 


14.35 



10 



Une solution fratchement preparee de LDA ( prepare par addition goutte a 
goutte sous atmosphere inerte a -78°C de 50,19 mL de BuLi 1,6M dans 
I'hexane sur une solution de 11,29 mL de diisopropylamine dans 200 mL de 
THF sec) est ajoutee goutte a goutte sous atmosphere inerte a -78°C sur 
10.0 g de N-Boc-piperidinone en suspension et 5.54 mL de diazoacetate 
d'ethyle dans 300 mL de THF sec. Le melange est agite a -78°C pendant 4 
heures puis est decompose a -78°C par 14,35 mL d'AcOH concentre. Le 
melange obtenu est laisse a temperature ambiante pendant une nuit, puis le 
solvant est evapore sous pression reduite jusqu'a 1/10 eme de son volume 
initial, dilue dans de I'oxyde de diisopropyle, et lave 4 fois avec une solution 
saturee de NaHC0 3 . La phase organique est sechee sur MgS0 4 . Le sel 
hydrate est elimine par filtration et le flltrat sec est concentre sous pression 
reduite pour fournir 15,12g d'une huile visqueuse jaune. LC/MS: RT = 2.84 
[M+1]+ = 304.33. Le produit est utilise te! quel pour I'etape suivante. 



1 5 4-(Diazo-ethoxycarbonyl~methyl)~ 3,6-dihydro-2H-pyridine ~1-carboxylate 
de tert-butyle 



N 

n + 
N 



POC! 3 ^o^f M 
^^°^\^ OH Ar,-10°C 

SO O 



MW = 313.35 



MW = 295.34 
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CAS 


Norn 


d 


MM 


eq 


mmol 


a 


mL 


1 




P-31391-106- 
4 




313.35 


1 


48.25 


15.12 




2 


10025-87- 
3 


POCI 3 


1.67 


153.33 


2 


96.51 


14.80 


8.86 


3 


110-86-1 


Pyridine (m.s. 
4A) 


0.983 


79.1 


20 


965.06 


76.34 


77.66 


4 


108-20-3 


/Pr 2 0 






5 vol 






250 


5 


1310-73-2 


NaOHO.IM 




40 


1 


48.25 




483 



78,0 mL de pyridine seche sont ajoutes sur une solution de 15.12 g de 
4-(Diazo-ethoxycarbonyl-methyl)-4-hydroxy-piperidine-1-carboxylate de tert- 
butyle dans 250 mL de /Pr 2 0. Le melange est refroidi a -10°C et 8,86 mL de 
5 POCi 3 sont ajoutes lentement sous agitation vigoureuse. Le melange est 
alors laisse remonter a temperature ambiante sous agitation pendant 12 
heures. Le melange reactionnel est decompose par 500 mL d'une solution de 
NaOH 0.1 M, puis est extraite 3 fois avec AcOEt. La phase organique est 
lavee avec une solution saturee de NaCI et sechee sur MgS04. Le sel 
10 hydrate est elimine par filtration et le filtrat sec est concentre sous pression 
reduite jusqu'a 1/10 ime de son volume initial. LC/MS: RT = 4.57 [M+1]+ = 
296.31 . Le produit est utilise tel quel pour I'etape suivante. 

2,4,5,7-Tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridyl-3 9 6-dicarboxylate 
butyle 3-ethyle. 

o 

PhMe 
reflux 



de Mert- 





15 



MW = 295.34 



MW = 295.34 





CAS 


Nom 


d 


MM 


eq 


mmol 


mg 


mL 


1 




P-31391-120-4 




285.35 


1.0 


48.25 






2 


108-83-3 


PhMe 












150 



La solution de 4-(Diazo-ethoxycarbonyl-methyl)- 3,6-dihydro~2H-pyridyM- 
carboxylate de tert-butyle dans Py/AcOEt obtenue a Tetape precedente est 



WO 2005/007653 



PCT/FR2004/001778 



12 



additionnee goutte a goutte sur 150 mL de toluene au reflux. L'azeotrope 
Py/PhMe est distille a une vitesse equivalente a la vitesse d'addition. 1 heure 
apres la fin.de I'addition, la solution est laissee refroidir a temperature 
ambiante, le solvant est evapore sous pression reduite et le produit brut 
obtenu (15.05 g) est purifie par flash-chromatographie (SiC>2, ChbCb/MeOH 
1% NH 3 7M( M eoH) 40:1 puis 30:1 puis 20:1). Le solvant est evapore et 10,05 g 
(71% sur 3 etapes) d'un solide nolr sont obtenus : LC/MS: RT = 3.88 [M+1]+ 
= 296.27 



Acide (2,4,5,7~Tetrahydro~pyrazolo[3,4-c]pyridyl-6~carboxy/ate de tert- 
1 0 butyle)-3-carboxy!ique 




MW = 295.34 



MW = 267.28 





CAS 


Nom 


d 


MM 


eq 


mmol 


g 


mL 


1 




P-31391- 
123-1 




295.34 


1.0 


34.03 


10.05 




2 


1310-66- 
3 


LiOH-H 2 0 




41 .96 


1.1 


37.43 


1.57 




3 


67-56-1 


MeOH 






10 
vol. 






375 


4 


7732-18- 
5 


H 2 0 






1vol 






38 



1,57 g de LIOH et 38 mL d'eau sont ajoutes a une solution de de 10,05 g de 
2,4,5,7-Tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridyl-3,6-dicarboxylate de 6-tert-butyle 3- 
15 ethyle dans 375 mL de MeOH. Le melange obtenu est chauffe au reflux 
pendant une nuit. La solution est refroidie a temperature ambiante, puis est 
acidifiee a pH = 2 avec 50 mL d'une solution de HCI 1M. La solution est 
ensuite extraite 4 fois par AcOEt. La phase organique est lavee par une 
solution saturee de NaCI puis sechee sur Na2S04- Le sel obtenu est elimine 
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par filtration, et le solvant est evapore sous pression reduite pour produire 
8,90g (98%) d'un solide blanc. LC/MS: RT = 3.21 [M+1]+ = 268.23. 

Preparation d'une bibliotheque de p rod u its : 

3-(alkylcarbamoyl, arylcarbamoyl, heteroarylcarbamoyl, etc..J-2,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4~c]pyridine-6-carboxylate de tert-butyle 

HoX H ^' HetNH2 R. Ar, Het s J H 
J ^ HOBt-H z O H V-N 

DMF 




MW = 267.28 






CAS 


Nom 


d 


MM 


eq 


mmol 


9 


mL 


1 




P-31391-031-5 




267.28 


1.0 


3.741 


1.00 








amine 






2.0 


6.744 






2 


538-75-0 


DCC 




206.33 


1.0 


3.741 


0.772 




3 


2592-95-2 


HOBt-H 2 0 




153.13 


1.5 


5.612 


0.859 




4 


68-12-2 


DMF 






5 vol. 






19 



Methode generale : 

Du DCC et de l'HOBt.H 2 0 en solution dans le DMF avec 2 eq. d'amine (R, 
Ar, ou Het)-NH 2 sont ajoutes a une solution de 1 eq. d'acide (2,4,5,7- 
10 Tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridyI-6-carboxylate de tert-butyle)-3-carboxylique 
dans le DMF et le melange est aglte a temperature ambiante pendant 3h. Le 
solvant est evapore sous pression reduite a 35°C pendant une nuit. Le 
produit brut obtenu est purifie par flash-chromatographie (Si0 2 , CH 2 CI 2 /MeOH 
1 % NH 3 7M ( MeOH) 20:1 puis 10:1 puis 5:1, en fonction des produits). 

15 Liste des amines R1-NH 2 utilisees (Tableau 1) [Remarque : R1-NH 2 = (R, Ar, 
ou Het)-NH 2 ] : 
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Numero de reference de Tamine 


Structure 


1 


a. 


2 




3 


a:: 

IN rig 


4 


Cx 


5 


\ / 2 


6 


O 

j2j Nn 2 


7 


L NH 


8 




9 


fv cl 


10 




11 


^_JT NH 2 


12 




13 




14 


o 

— NH 2 


15 





Tableau 1 
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Trifluoroacetate de 3~(a I kyl carbamoyl, arylcarbamoyt, heteroaryl- 
carbamoyl, etc...)^ f 5 i 6J'tetrahydro-2H'pyrazolo[3 t 4'C]pyridin'6'ium 




Methode generate : 

5 16 eq de TFA sont ajoutes sur 1 eq de 3-(alkylcarbamoyl, aryicarbamoyl, 
heteroarylcarbamoyl, etc...)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 
carboxylate de tert-butyle dans une solution 1 :1 THF/eau et la solution est 
chauffee au reflux pendant 2h. La solvant est evapore sous pression reduite 
et I'huile visqueuse recueillie est seches sous vide pendant une nuit Le 
10 produit ainsi obtenu est utilise sans purification a I'etape ulterieure. 

- 6-(Alkyl f aryl, heteroaryl, etc...)carbonyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-(alkyl, aryri, hetyl, etc.)-amide 

R 2 COOH 

pi If HOBt-H 2 0/HBTU o 

' -N SET R1 "N-< H 



N 





F 

Methode generate : 

15 Sur une solution de 1 eq. de trifluoroacetate de 3-(alkyIcarbamoyl, 
aryicarbamoyl, heteroarylcarbamoyl, etc...)-4,5,6,7-tetrahydro~2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-ium dans le DMF sont ajoutes, dans Pordre, une 
solution de HOBt-H 2 0 2.5 M (2 eq.) dans le DMF, une solution de HBTU 
0.833 M dans le DMF (2 eq.), une solution de DIPEA 2.5 M (4 eq.) dans le 

20 DMF et une suspension ou une solution a une concentration appropriee d'un 
R2COOH (2 eq.) dans le DMF. Les solutions sont agitees une nuit a 
temperature ambiante, puis sont acidifiees avec 100uL d'AcOH 100%, filtrees 
et purifiees par LC/MS preparative. 
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Liste des acides R 2 COOH utilises (tableau 2) : 



Numero de reference de 
I'acide 


Nomenclature 


1 


Acide 1 -phenyl- 1 -cyclopropylcarboxylique 


2 


Acide acetique 


3 


Acide propiolique 


4 


Acide crotonique 


5 


Acide vinylacetique 


6 


Acide pyruvique 


7 


Sarcosine 


8 


Acide methoxyacetique 


9 


Acide lactique 


10 


Acide 3,3-dimethylacrylique 


11 


Acide cyclopropylacetique 


12 


Acide valerique 


13 


N,N-dimethylglycine 


14 


Acide 3-mercaptopropionique 


15 


Acide (methylthio)acetique 


16 


Acide pyrrole-2-carboxyiique 


17 


Acide 1 -cyanocyclopropane-carboxylique 


18 


Acide 2-furoYque 


19 


Acide 4-pyrazolecarboxylique 


20 


Acide imidazoie-4-carboxylique 


21 


Acide 1-cyclopentenecarboxylique 


22 


Acide 


23 


Acide acetoxyacetique 


24 


Acide hydantofque 


or 
ZD 


Acide benzoique 


26 


Acide nicotinique 


27 


Acide 2-pyrazinecarboxyiique 


28 


Acide o-toluique 


29 


Acide phenylacetique 


30 


Acide salicylique 


31 


Acide 2-fluorobenzoTque 


32 


Acide 3-cyanobenzo'fque 
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Acide 4-vinylbenzoi'que 


34 


Acide 2-phenylpropionique 


35 


Acide N-methylanthranilique 


36 


Acide 2-methoxybenzoTque 


37 


Acide 2-hydroxyphenylacetique 


38 


Acide 4-hydroxymethylbenzoi'que 


39 


Acide 2-fluorophenylbenzoTque 


40 


Acide 2,6-difluorobenzoTque 


41 


Acide indole-3-carboxylique 


42 


Acide 3,5-dimethylphenylacetique 


43 


Acide 3-(dimethylamino)benzoi'que 


44 


Acide piperonylique 


45 


Acide DL-tropique 


46 


Acide 3-methoxyphenylacetique 


47 


Acide 3-methoxysalicylique 


48 


Acide 4-(methylthio)benzoique 


49 


Acide 2-chlorophenyiacetique 


50 


Acide 2-naphtoTque 


51 


Acide 2-chloro-6-fluorobenzoTque 


52 


Acide 1 -methy!indole-3-carboxylique 


53 


Acide 3-acetamidobenzoTque 


54 


Acide 4-(dimethylamino)saiicyIique 


55 


Acide 2,3-dimeihoxybenzoTque 


56 


Acide 4-chlorophenylpropionique 


57 


Acide 2-chloromandelique 


58 


Acide 2-chloro-6-fluoro-phenylacetique 


59 


Acide 1 -phenyl-1 -cycle- pentanecarboxylique 


60 


Acide 2,6-dichlorobenzoTque 


61 


Acide 3-methyl-2-phenylvalerique 


62 


Acide 4-phenylbenzoique 


63 


Acide 2-chloro-4-nitrobenzoTque 


64 


Acide 2-benzylbenzoi'que 


65 


Acide 2-phenoxybenzoique 


66 


Acide 2-ethoxy-1-naphtoique 


67 


Acide 4-(4-N-propylphenyl)-benzoTque 
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IS 



68 


Acide 3,5-dibromosalicylique 


69 


Acide 2,6-dichIoro-phenylacetique 


70 


Acide cyanoacetique 



Tableau 2 



Res ul tats 



Les produits suivants sont prepares selon le precede decrit plus haut. 

H 



1) R1-NH 2 

2) R2-COOH 



N-N 
R1-NH 



R2 



Schema A 



Afin de simplifier la representation des produits dans le tableau 3 qui suit, le 
noyau pyrazolopiperidine presente sur le schema A est symbolise par la lettre 
H 5 les amines RI-NH2 qui sont liees a H sont symboiisees par la lettre B 
sulvie d'un numero allant de 1 a 15, correspondant aux produits listes dans le 
10 tableau 1 , les acides R2-COOH qui sont lies a H sont symbolises par la lettre 
A suivie d'un numero de 1 a 70, correspondant aux produits listes dans le 
tableau 2. 

Ainsi un produit note A1-H-B1 correspond a la structure suivante : 



H 
N-N 





A1-H-B1 


A2-H-B1 


A3-H-B1 


A4-H-B1 


A5-H-B1 


A6-H-B1 


A7-H-B1 


A1-H-B2 


A2-H-B2 


A3-H-B2 


A4-H-B2 


A5-H-B2 


A6-H-B2 


A7-H-B2 


A1-H-B3 


A2-H-B3 


A3-H-B3 


A4-H-B3 


A5-H-B3 


A6-H-B3 


A7-H-B3 


A1-H-B4 


A2-H-B4 


A3-H-B4 


A4-H-B4 


A5-H-B4 


A6-H-B4 


A7-H-B4 


A1-H-B5 


A2-H-B5 


A3-H-B5 


A4-H-B5 


A5-H-B5 


A6-H-B5 


A7-H-B5 


A1-H-B6 


A2-H-B6 


A3-H-B6 


A4-H-B6 


A5-H-B6 


A6-H-B6 


A7-H-B6 


A1-H-B7 


A2-H-B7 


A3-H-B7 


A4-H-B7 


A5-H-B7 


A6-H-B7 


A7-H-B7 


A1-H-B8 


A2-H-B8 


A3-H-B8 


A4-H-B8 


A5-H-B8 


A6-H-B8 


A7-H-B8 


A1-H-B9 


A2-H-B9 


A3-H-B9 


A4-H-B9 


A5-H-B9 


A6-H-B9 


A7-H-B9 
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A1-H- 
B10 


A2-H- 
B10 


A3-H-B10 


A4-H-B10 


A5-H-B10 


A6-H-B10 


A7-H-B10 


A1-H- 
B11 


A2-H- 
B11 


A3-H-B11 


A4-H-B11 


A5-H-B11 


A6-H-B11 


A7-H-B11 


A1-H- 
B12 


A2-H- 
B12 


A3-H-B12 


A4-H-B12. 


A5-H-B12 


A6-H-B12 


A7-H-B12 


A1-H- 
B13 


A2-H- 
B13 


A3-H-B13 


A4-H-B13 


A5-H-B13 


A6-H-B13 


A7-H-B13 


A1-H- 
B14 


A2-H- 
B14 


A3-H-B14 


A4-H-B14 


A5-H-B14 


A6-H-B14 


A7-H-B14 


A1-H- 
B15 


A2-H- 
B15 


A3-H-B15 


A4-H-B15 


A5-H-B15 


A6-H-B15 


A7-H-B15 


A8-H-B1 


A9-H-B1 


A10-H-B1 


A11-H-B1 


A12-H-B1 


A13-H-B1 


A14-H-B1 


A8-H-B2 


A9-H-B2 


A10-H-B2 


A11-H-B2 


A12-H-B2 


A13-H-B2 


A14-H-B2 


A8-H-B3 


A9-H-B3 


A10-H-B3 


A11-H-B3 


A12-H-B3 


A13-H-B3 


A14-H-B3 


A8-H-B4 


A9-H-B4 


A10-H-B4 


A11-H-B4 


A12-H-B4 


A13-H-B4 


A14-H-B4 


A8-H-B5 


A9-H-B5 


A10-H-B5 


A11-H-B5 


A12-H-B5 


A13-H-B5 


A14-H-B5 


A8-H-B6 


A9-H-B6 


A10-H-B6 


A11-H-B6 


A12-H-B6 


A13-H-B6 


A14-H-B6 


A8-H-B7 


A9-H-B7 


A10-H-B7 


A11-H-B7 


A12-H-B7 


A13-H-B7 


A14-H-B7 


A8-H-B8 


A9-H-B8 


A10-H-B8 


A11-H-B8 


A12-H-B8 


A13-H-B8 


A14-H-B8 


A8-H-B9 


A9-H-B9 


A10-H-B9 


A11-H-B9 


A12-H-B9 


A13-H-B9 


A14-H-B9 


A8-H- 
B10 


A9-H- 
B10 


A10-H- 
B10 


A11-H- 
B10 


A12-H- 
B10 


A13-H- 
B10 


A14-H- 
B10 


A8-H- 
B11 


A9-H- 
B11 


A10-H- 
B11 


A11-H- 
B11 


A12-H- 
B11 


A13-H- 
B11 


A14-H- 
B11 


A8-H- 
B12 


A9-H- 
B12 


A10-H- 
B12 


A11-H- 
B12 


A12-H- 
B12 


A13-H- 
B12 


A14-H- 
B12 


A8-H- 
B13 


A9-H- 
B13 


A10-H- 
B13 


A11-H- 
B13 


A12-H- 
B13 


A13-H- 
B13 


A14-H- 
B13 


A8-H- 
B14 


A9-H- 
B14 


A10-H- 
B14 


A11-H- 
B14 


A12-H- 
B14 


A13-H- 
B14 


A14-H- 
B14 


A8-H- 
B15 


A9-H- 
B15 


A10-H- 
B15 


A11-H- 
B15 


A12-H- 
B15 


A13-H- 
B15 


A14-H- 
B15 


A15-H- 
B1 


A16-H- 
B1 


A17-H-B1 


A18-H-B1 


A19-H-B1 


A20-H-B1 


A21-H-B1 
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A15-H- 
B2 


A16-H- 
B2 


A17-H-B2 


A18-H-B2 


A19-H-B2 


A20-H-B2 


A21-H-B2 


A15-H- 
B3 


A16-H- 
B3 


A17-H-B3 


A18-H-B3 


A19-H-B3 


A20-H-B3 


A21-H-B3 


A15-H- 
B4 


A16-H- 
B4 


A17-H-B4 


A18-H-B4 


A19-H-B4 


A20-H-B4 


A21-H-B4 


A15-H- 
B5 


A16-H- 
B5 


A17-H-B5 


A18-H-B5 


A19-H-B5 


A20-H-B5 


A21-H-B5 


A15-H- 
B6 


A16-H- 
B6 


A17-H-B6 


A18-H-B6 


A19-H-B6 


A20-H-B6 


A21-H-B6 


A15-H- 
B7 


A16-H- 
B7 


A17-H-B7 


A18-H-B7 


A19-H-B7 


A20-H-B7 


A21-H-B7 


A15-H- 

B8 


A16-H- 
B8 


A17-H-B8 


A18-H-B8 


A19-H-B8 


A20-H-B8 


A21-H-B8 


A15-H- 
B9 


A16-H- 
B9 


A17-H-B9 


A18-H-B9 


A19-H-B9 


A20-H-B9 


A21-H-B9 


A15-H- 
B10 


A16-H- 
B10 


A17-H- 
B10 


A18-H- 
B10 


A19-H- 
B10 


A20-H- 

B10 | 


A21-H- 
B10 


A15-H- 
B11 


A16-H- 
B11 


A17-H- 
B11 


A18-H- 
B11 


A19-H- 
B11 


A20-H- 
B11 


A21-H- 
B11 


A15-H- 
B12 


A16-H- 
B12 


A17-H- 
B12 


A18-H- 
B12 


A19-H- 
B12 


A20-H- 
B12 


A21-H- 
B12 


A15-H- 
B13 


A16-H- 
B13 


A17-H- 
B13 


A18-H- 
B13 


A19-H- 
B13 


A20-H- 
B13 


A21-H- 
B13 


A15-H- 
B14 


A16-H- 
B14 


A17-H- 
B14 


A18-H- 
B14 


A19-H- 
B14 


A20-H- 
B14 


A21-H- 
B14 


A15-H- 
B15 


A16-H- 
B15 


A17-H- 
B15 


A18-H- 
B15 


A19-H- 
B15 


A20-H- 
B15 


A21-H- 
B15 


A22-H- 
B1 


A23-H- 
Bl 


A24-H-B1 


A25-H-B1 


A26-H-B1 


A27-H-B1 


A28-H-B1 


A22-H- 
B2 


A23-H- 
B2 


A24-H-B2 


A25-H-B2 


A26-H-B2 


A27-H-B2 


A28-H-B2 


A22-H- 
B3 


A23-H- 
B3 


A24-H-B3 


A25-H-B3 


A26-H-B3 


A27-H-B3 


A28-H-B3 


A22-H- 
B4 


A23-H- 
B4 


A24-H-B4 


A25-H-B4 


A26-H-B4 


A27-H-B4 


A28-H-B4 
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A22-H- 
B5 


A23-H- 
B5 


A24-H-B5 


A25-H-B5 


A26-H-B5 


A27-H-B5 


A28-H-B5 


A22-H- 
B6 


A23-H- 
B6 


A24-H-B6 


A25-H-B6 


A26-H-B6 


A27-H-B6 


A28-H-B6 


A22-H- 
B7 


A23-H- 
B7 


A24-H-B7 


A25-H-B7 


A26-H-B7 


A27-H-B7 


A28-H-B7 


A22-H- 
B8 


A23-H- 
B8 


A24-H-B8 


A25-H-B8 


A26-H-B8 


A27-H-B8 


A28-H-B8 


A22-H- 
B9 


A23-H- 
B9 


A24-H-B9 


A25-H-B9 


A26-H-B9 


A27-H-B9 


A28-H-B9 


A22-H- 
B10 


A23-H- 
B10 


A24-H- 
B10 


A25-H- 
B10 


A26-H- 
B10 


A27-H- 
B10 


A28-H- 
B10 


A22-H- 
B11 


A23-H- 
B11 


A24-H- 
B11 


A25-H- 
B11 


A26-H- 
B11 


A27-H- 
B11 


A28-H- 
B11 


A22-H- 
B12 


A23-H- 
B12 


A24-H- 
B12 


A25-H- 
B12 


A26-H- 
B12 


A27-H- 
B12 


A28-H- 
B12 


A22-H- 
B13 


A23-H- 
B13 


A24-H- 
B13 


A25-H- 
B13 


A26-H- 
B13 


A27-H- 
B13 


A28-H- 
B13 


A22-H- 
B14 


A23-H- 
B14 


A24-H- 
B14 


A25-H- 
B14 


A26-H- 
B14 


A27-H- 
B14 


A28-H- 
B14 


A22-H- 
B15 


A23-H- 
B15 


A24-H- 
B15 


A25-H- 
B15 


A26-H- 
B15 


A27-H- 
B15 


A28-H- 
B15 


A29-H- 
B1 


A30-H- 
B1 


A31-H-B1 


A32-H-B1 


A33-H-B1 


A34-H-B1 


A35-H-B1 


A29-H- 
B2 


A30-H- 
B2 


A31-H-B2 


A32-H-B2 


A33-H-B2 


A34-H-B2 


A35-H-B2 


A29-H- 
B3 


A30-H- 
B3 


A31-H-B3 


A32-H-B3 


A33-H-B3 


A34-H-B3 


A35-H-B3 


A29-H- 
B4 


A30-H- 
B4 


A31-H-B4 


A32-H-B4 


A33-H-B4 


A34-H-B4 


A35-H-B4 


A29-H- 
B5 


A30-H- 
B5 


A31-H-B5 


A32-H-B5 


A33-H-B5 


A34-H-B5 


A35-H-B5 


A29-H- 
B6 


A30-H- 
B6 


A31-H-B6 


A32-H-B6 


A33-H-B6 


A34-H-B6 


A35-H-B6 


A29-H- 
B7 


A30-H- 
B7 


A31-H-B7 |A32-H-B7 


A33-H-B7 


A34-H-B7 


A35-H-B7 
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A29-H- 
B8 


A30-H- 
B8 


A31-H-B8 


A32-H-B8 


A33-H-B8 


A34-H-B8 


A35-H-B8 


A29-H- 
B9 


A30-H- 
B9 


A31-H-B9 


A32-H-B9 


A33-H-B9 


A34-H-B9 


A35-H-B9 


A29-H- 
B10 


A30-H- 
B10 


A31-H- 
B10 


A32-H- 
B10 


A33-H- 
B10 


A34-H- 
B10 


A35-H- 
B10 


A29-H- 
B11 


A30-H- 
B11 


A31-H- 
B11 


A32-H- 
B11 


A33-H- 
B11 


A34-H- 
B11 


A35-H- 
B11 


A29-H- 
B12 


A30-H- 
B12 


A31-H- 
B12 


A32-H- 
B12 


A33-H- 
B12 


A34-H- 
B12 


A35-H- 
B12 


A29-H- 
B13 


A30-H- 
B13 


A31-H- 
B13 


A32-H- 
B13 


A33-H- 
B13 


A34-H- 
B13 


A35-H- 
B13 


A29-H- 
B14 


A30-H- 
B14 


A31-H- 
B14 


A32-H- 
B14 


A33-H- 
B14 


A34-H- 
B14 


A35-H- 
B14 


A29-H- 
B15 


A30-H- 
B15 


A31-H- 
B15 


A32-H- 
B15 


A33-H- 
B15 


A34-H- 
B15 


A35-H- 
B15 


A36-H- 
B1 


A37-H- 
B1 


A38-H-B1 


A39-H-B1 


A40-H-B1 


A41-H-B1 


A42-H-B1 


A36-H- 
B2 


A37-H- 
B2 


A38-H-B2 


A39-H-B2 


A40-H-B2 


A41-H-B2 


A42-H-B2 


A36-H- 
B3 


A37-H- 
B3 


A38-H-B3 


A39-H-B3 


A40-H-B3 


A41-H-B3 


A42-H-B3 


A36-H- 
B4 


A37-H- 
B4 


A38-H-B4 


A39-H-B4 


A40-H-B4 


A41-H-B4 


A42-H-B4 


A36-H- 
B5 


A37-H- 
B5 


A38-H-B5 


A39-H-B5 


A40-H-B5 


A41-H-B5 


A42-H-B5 


A36-H- 
B6 


A37-H- 
B6 


A38-H-B6 


A39-H-B6 


A40-H-B6 


A41-H-B6 


A42-H-B6 


A36-H- 
B7 


A37-H- 
B7 


A38-H-B7 


A39-H-B7 


A40-H-B7 


A41-H-B7 


A42-H-B7 


A36-H- 
B8 


A37-H- 
B8 


A38-H-B8 


A39-H-B8 


A40-H-B8 


A41-H-B8 


A42-H-B8 


A36-H- 
B9 


A37-H- 
B9 


A38-H-B9 


A39-H-B9 


A40-H-B9 


A41-H-B9 


A42-H-B9 


A36-H- 
B10 


A37-H- 
B10 


A38-H- 
B10 


A39-H- 
B10 


A40-H- 
B10 


A41-H- 
B10 


A42-H- 
B10 
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A36-H- 
B11 


A37-H- 
B11 


A38-H- 
B11 


A39-H- 
B11 


A40-H- 
B11 


A41-H- 
B11 


A42-H- 
B11 


A36-H- 
B12 


A37-H- 
B12 


A38-H- 
B12 


A39-H- 
B12 


A40-H- 
B12 


A41-H- 
B12 


A42-H- 
B12 


A36-H- 
B13 


A37-H- 
B13 


A38-H- 
B13 


A39-H- 
B13 


A40-H- 
B13 


A41-H- 
B13 


A42-H- 
B13 


A36-H- 
B14 


A37-H- 
B14 


A38-H- 
B14 


A39-H- 
B14 


A40-H- 
B14 


A41-H- 
B14 


A42-H- 
B14 


A36-H- 
B15 


A37-H- 
B15 


A38-H- 
B15 


A39-H- 
B15 


A40-H- 
B15 


A41-H- 
B15 


A42-H- 
B15 


A43-H- 
B1 


A44-H- 
B1 


A45-H-B1 


A46-H-B1 


A47-H-B1 


A48-H-B1 


A49-H-B1 


A43-H- 
B2 


A44-H- 
B2 


A45-H-B2 


A46-H-B2 


A47-H-B2 


A48-H-B2 


A49-H-B2 


A43-H- 
B3 


A44-H- 
B3 


A45-H-B3 


A46-H-B3 


A47-H-B3 


A48-H-B3 


A49-H-B3 


A43-H- 
B4 


A44-H- 
B4 


A45-H-B4 


A46-H-B4 


A47-H-B4 


A48-H-B4 


A49-H-B4 


A43-H- 
B5 


A44-H- 
B5 


A45-H-B5 


A46-H-B5 


A47-H-B5 


A48-H-B5 


A49-H-B5 


A43-H- 
B6 


A44-H- 
B6 


A45-H-B6 


A46-H-B6 


A47-H-B6 


A48-H-B6 


A49-H-B6 


A43-H- 
B7 


A44-H- 
B7 


A45-H-B7 


A46-H-B7 


A47-H-B7 


A48-H-B7 


A49-H-B7 


A43-H- 
B8 


A44-H- 
B8 


A45-H-B8 


A46-H-B8 


A47-H-B8 


A48-H-B8 


A49-H-B8 


A43-H- 
B9 


A44-H- 
B9 


A45-H-B9 


A46-H-B9 


A47-H-B9 


A48-H-B9 


A49-H-B9 


A43-H- 
B10 


A44-H- 
B10 


A45-H- 
B10 


A46-H- 
B10 


A47-H- 
B10 


A48-H- 
B10 


A49-H- 
B10 


A43-H- 
B11 


A44-H- 
B11 


A45-H- 
B11 


A46-H- 
B11 


A47-H- 
B11 


A48-H- 
B11 


A49-H- 
B11 


A43-H- 
B12 


A44-H- 
B12 


A45-H- 
B12 


A46-H- 
B12 


A47-H- 
B12 


A48-H- 
B12 


A49-H- 
B12 


A43-H- 
B13 


A44-H- 
B13 


A45-H- 
B13 


A46-H- 
B13 


A47-H- 
B13 


A48-H- 
B13 . 


A49-H- 
B13 
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A43-H- 
B14 


A44-H- 
B14 


A45-H- 
B14 


A46-H- 
B14 


A47-H- 
B14 


A48-H- 
B14 


A49-H- 
B14 


A43-H- 
B15 


A44-H- 
B15 


A45-H- 
B15 


A46-H- 
B15 


A47-H- 
B15 


A48-H- 
B15 


A49-H- 
B15 


A50-H- 
B1 


A51-H- 
B1 


A52-H-B1 


A53-H-B1 


A54-H-B1 


A55-H-B1 


A56-H-B1 


A50-H- 
B2 


A51-H- 
B2 


A52-H-B2 


A53-H-B2 


A54-H-B2 


A55-H-B2 


A56-H-B2 


A50-H- 
B3 


A51-H- 
B3 


A52-H-B3 


A53-H-B3 


A54-H-B3 


A55-H-B3 


A56-H-B3 


A50-H- 
B4 


A51-H- 
B4 


A52-H-B4 


A53-H-B4 


A54-H-B4 


A55-H-B4 


A56-H-B4 


A50-H- 
B5 


A51-H- 
B5 


A52-H-B5 


A53-H-B5 


A54-H-B5 


A55-H-B5 


A56-H-B5 


A50-H- 
B6 


A51-H- 
B6 


A52-H-B6 


A53-H-B6 


A54-H-B6 


A55-H-B6 


A56-H-B6 


A50-H- 
B7 


A51-H- 
B7 


A52-H-B7 


A53-H-B7 


A54-H-B7 


A55-H-B7 


A56-H-B7 


A50-H- 
B8 


A51-H- 
B8 


A52-H-B8 


A53-H-B8 


A54-H-B8 


A55-H-B8 


A56-H-B8 


A50-H- 
B9 


A51-H- 
B9 


A52-H-B9 


A53-H-B9 


A54-H-B9 


A55-H-B9 


A56-H-B9 


A50-H- 
B10 


A51-H- 
B10 


A52-H- 
B10 


A53-H- 
B10 


A54-H- 
B10 


A55-H- 
B10 


A56-H- 
B10 


A50-H- 
B11 


A51-H- 
B11 


A52-H- 
B11 


A53-H- 
B11 


A54-H- 
B11 


A55-H- 
B11 


A56-H- 
B11 


A50-H- 
B12 


A51-H- 
B12 


A52-H- 
B12 


A53-H- 
B12 


A54-H- 
B12 


A55-H- 
B12 


A56-H- 
B12 


A50-H- 
B13 


A51-H- 
B13 


A52-H- 
B13 


A53-H- 
B13 


A54-H- 
B13 


A55-H- 
B13 


A56-H- 
B13 


A50-H- 
B14 


A51-H- 
B14 


A52-H- 
B14 


A53-H- 
B14 


A54-H- 
B14 


A55-H- 
B14 


A56-H- 
B14 


A50-H- 
B15 


A51-H- 
B15 


A52-H- 
B15 


A53-H- 
B15 


A54-H- 
B15 


A55-H- 
B15 


A56-H- 
B15 


A57-H- 
B1 


A58-H- 
B1 


A59-H-B1 


A60-H-B1 


A61-H-B1 


A62-H-B1 


A63-H-B1 
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A57-H- 
B2 


A58-H- 
B2 


A59-H-B2 


A60-H-B2 


A61-H-B2 


A62-H-B2 


A63-H-B2 


A57-H- 
B3 


A58-H- 
B3 


A59-H-B3 


A60-H-B3 


A61-H-B3 


A62-H-B3 


A63-H-B3 


A57-H- 
B4 


A58-H- 
B4 


A59-H-B4 


A60-H-B4 


A61-H-B4 


A62-H-B4 


A63-H-B4 


A57-H- 
B5 


A58-H- 
B5 


A59-H-B5 


A60-H-B5 


A61-H-B5 


A62-H-B5 


A63-H-B5 


A57-H- 
B6 


A58-H- 
B6 


A59-H-B6 


A60-H-B6 


A61-H-B6 


A62-H-B6 


A63-H-B6 


A57-H- 
B7 


A58-H- 
B7 


A59-H-B7 


A60-H-B7 


A61-H-B7 


A62-H-B7 


A63-H-B7 


A57-H- 
B8 


A58-H- 
B8 


A59-H-B8 


A60-H-B8 


A61-H-B8 


A62-H-B8 


A63-H-B8 


A57-H- 
B9 


A58-H- 
B9 


A59-H-B9 


A60-H-B9 


A61-H-B9 


A62-H-B9 


A63-H-B9 


A57-H- 
B10 


A58-H- 
B10 


A59-H- 
B10 


A60-H- 
B10 


A61-H- 
B10 


A62-H- 
B10 


A63-H- 
B10 


A57-H- 
B11 


A58-H- 
B11 


A59-H- 
B11 


A60-H- 
B11 


A61-H- 
B11 


A62-H- 
B11 


A63-H- 
B11 


A57-H- 
B12 


A58-H- 
B12 


A59-H- 
B12 


A60-H- 
B12 


A61-H- 
B12 


A62-H- 
B12 


A63-H- 
B12 


A57-H- 
B13 


A58-H- 
B13 


A59-H- 
B13 


A60-H- 
B13 


A61-H- 
B13 


A62-H- 
B13 


A63-H- 
B13 


A57-H- 
B14 


A58-H- 
B14 


A59-H- 
B14 


A60-H- 
B14 


A61-H- 
B14 


A62-H- 
B14 


A63-H- 
B14 


A57-H- 
B15 


A58-H- 
B15 


A59-H- 
B15 


A60-H- 
B15 


A61-H- 
B15 


A62-H- 
B15 


A63-H- 
B15 


A64-H- 
B1 


A65-H- 
B1 


A66-H-B1 


A67-H-B1 


A68-H-B1 


A69-H-B1 


A70-H-B1 


A64-H- 
B2 


A65-H- 
B2 


A66-H-B2 


A67-H-B2 


A68-H-B2 


A69-H-B2 


A70-H-B2 


A64-H- 
B3 


A65-H- 
B3 


A66-H-B3 


A67-H-B3 


A68-H-B3 


A69-H-B3 


A70-H-B3 


A64-H- 
B4 


A65-H- 
B4 


A66-H-B4 


A67-H-B4 


A68-H-B4 


A69-H-B4 


A70-H-B4 
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A64-H- 
B5 


A65-H- 
B5 


A66-H-B5 


A67-H-B5 


A68-H-B5 


A69-H-B5 


A70-H-B5 


A64-H- 
B6 


A65-H- 
B6 


A66-H-B6 


A67-H-B6 


A68-H-B6 


A69-H-B6 


A70-H-B6 


A64-H- 
B7 


A65-H- 
B7 


A66-H-B7 


A67-H-B7 


A68-H-B7 


A69-H-B7 


A70-H-B7 


A64-H- 
B8 


A65-H- 
B8 


A66-H-B8 


A67-H-B8 


A68-H-B8 


A69-H-B8 


A70-H-B8 


A64-H- 
B9 


A65-H- 
B9 


A66-H-B9 


A67-H-B9 


A68-H-B9 


A69-H-B9 


A70-H-B9 


A64-H- 
B10 


A65-H- 
BIO 


A66-H- 
B10 


A67-H- 
B10 


A68-H- 
B10 


A69-H- 
B10 


A70-H- 
B10 


A64-H- 
B11 


A65-H- 
B11 


A66-H- 
B11 


A67-H- 
B11 


A68-H- 
B11 


A69-H- 
B11 


A70-H- 
B11 


A64-H- 
B12 


A65-H- 
B12 


A66-H- 
B12 


A67-H- 
B12 


A68-H- 
B12 


A69-H- 
B12 


A70-H- 
B12 


A64-H- 
B13 


A65-H- 
B13 


A66-H- 
B13 


A67-H- 
B13 


A68-H- 
B13 


A69-H- 
B13 


A70-H- 
B13 


A64-H- 
B14 


A65-H- 
B14 


A66-H- 
B14 


A67-H- 
B14 


A68-H- 
B14 


A69-H- 
B14 


A70-H- 
B14 


A64-H- 
B15 


A65-H- 
B15 


A66-H- 
B15 


A67-H- 
B15 


A68-H- 
B15 


A69-H- 
B15 


A70-H- 
B15 



Tableau 3 



Exemple 1 : 2-phenylethylamide de I'acide 3-(5,6-dimethyl-1H"benzoimidazol- 
2-yl)-2 1 4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3 7 4-c]pyridine-6-carboxyiique 
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Le 2-phenyIethylamide de I'acide 3-(5,6-dimethy[-1H-benzoimidazol-2-yl)- 
2,4,5,7-tetrahydro-pyrazoIo[3,4-c]pyridine-6-carboxylique peut etre prepare de 
la facon suivante : 

1 0 mg de 3-(5,6-dimethyl-1 H-benzimidazol^-ylH.S.ej-tetrahydro^H- 
5 pyrazolo [3 s 4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.3 mL de 
tetrahydrofurane. 7.8 uL de 2-phenylethylisocyanate sont additionnes et le 
melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 20 heures 
puis concentre sous pression reduite. 

Le residu d'evaporation est purifie par LC/MS (Methode B). Apres purification 
10 par LC/MS, les fractions contenant ie 2-phenylethylamide de l'acide3-(5,6- 
dimethyi-1H-benzoimidazol-2-yl)-2 s 4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 
carboxyiique sont reunies et deposees sur phase SCX (500 mg de phase 
CUBCX1-HL). La phase SCX est ensuite lavee avec du methanol puis 
extraite avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution 
15 d'extraction obtenue est alors concentree sous pression reduite. On obtient 
ainsi 1.2 mg de 2-phenylethylamide de racide3-(5,6-dimethyl-1 H- 
benzoimidazol^-yl^^.SJ-tetrahydro-pyrazolop^-clpyridine-e-carboxylique 
sous forme de poudre blanche dont les caracteristiques sont les suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 415.29 ; temps de retention = 
20 3.48 minutes 

Exemple 2 : 3-(5,6-Dimethy!-1 H-benzoimidazol-2-y!)-6-methanesulfonyl- 
4 I 5,6 I 7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 




La 3-(5,6-dimethyl-1H-benzoimidazol-2-yl)-6-methanesulfonyl-4,5,6,7- 
25 tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4~c]pyridine peut etre preparee de- la fagon 
suivante : 
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1 0 mg de 3-(5,6-dimethyl-1 H-benzimidazoi-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.3 mL de 
dichloromethane. 15.8 uL de triethylamine sont additionnes ainsi que 4.5 uL 
de chlorure de methanesulfonyle. Le melange reactionnel est agite a 
5 temperature ambiante pendant 20 heures puis concentre sous pression 
reduite. 

Le residu d'evaporation est purifie par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, ies fractions contenant la S^S.e-dimethyl-IH-benzoimidazol^-yl)- 
6-methanesuIfonyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3 I 4-c]pyridine sont reunies 

10 et deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL). La phase SCX 
est ensuite lavee avec du methanol puis extraite avec une solution 
d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction obtenue est alors 
concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 4.2 mg de 3-(5,6-dimethyl- 
1H-benzoimidazol-2-yl)-6-methanesulfonyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo 

15 [3,4-c]pyridine sous forme de poudre blanche dont Ies caracteristiques sont 
Ies suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 346.30 ; temps de retention = 
3.08 minutes 

R.M.N. 1H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO, 5 en ppm) : 2,32 (s large : 6H) ; 3,02 (s : 
20 3H) ; 3,03 (mt : 2H) ; 3,52 (t large, J = 5 Hz : 2H) ; 4,45 (s large : 2H) ; 7,24 (s 
large : 1H) ; 7,42 (s large : 1H) ; 12,45 (mf : 1H) ; 13,07 (mf : 1H). 

Exemple 3 : ^-(S.e-Dimethyl-IH-benzoimidazol^-yO^^.S^-tetrahydro- 
pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]-3-pyridinyl-methanone 
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La [3-(5,6-dimethyMH-benzoim^ 

c]pyndin-6-yl]-3-pyridinyl-rnethanone peut etre preparee de la fagon suivante : 
1 0 mg de 3-(5,6-dimethyI-1 H-benzimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazoio[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.3 mL de DMF. 6.9 mg 
5 d'acide nicotinique sont additionnes, suivis de 7.6 mg de HOBT et 8.7 uL de 
diisopropylcarbodiimide. Le melange reactionnel est agite a temperature 
ambiante pendant 20 heures puis concentre sous pression reduite. 
Le residu d'evaporation est purifie par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, les fractions contenant la [3-(5,6-dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 

10 yl)-2,4,5,7-t^trahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]-3-pyridinyl-methanone sont 
reunies et deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL). La 
phase SCX est ensuite lavee avec du methanol puis extraite avec une 
solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction obtenue 
est alors concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 5.3 mg de 

15 ^-(S.e-dimethyl-IH-benzoimidazol^-yO^^.S^-tetrahydro-pyrazoloIS^- 

c]pyridin-6-yl]-3-pyridinyl-methanone sous forme de poudre blanche dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 373.31 ; temps de retention = 
2.87 minutes 

20 R.M.N. 1 H (400 MHz, (CD 3 )2SO, a une temperature de 373K, 6 en ppm) : 
2,35 (s : 6H) ; de 2,90 a 3,10 (mt : 2H) ; 3,76 (mf : 2H) ; 4,76 (s large : 2H) ; 
7,27 (mf : 1H) ; 7,40 (mf : 1H) ; 7,51 (dd, J = 8 et 5 Hz : 1H) ; 7,90 (d large, 
J = 8 Hz : 1 H) ; 8,70 (mt : 2H) ; de 11,80 a 12,20 (mf etale : 1H) ; de 12,50 a 
13,00 (mf etale : 1H). 

25 Exemple 4 : 6-(3-Chloro-benzyl)-3-(5,6-dimethyl-1 H-benzoimidazol-2-yl)- 
4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazoIo[3,4-c]pyridine 
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La 6-(3-chloro-benzyl)-3-(5,6-dimethyl-1 H-benzoimidazol^-ylH^.ej- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyr»dine peut etre preparee de la facon 
suivante : 

5 10 mg de a-CS^-dimethyl-IH-benzimidazol^-ylH^.ej-tetrahydro^H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.3 mL de methanol. 
12.7 uL de 3-chlorobenzaldehyde sont additionnes, suivis de 4.7 mg de 
NaBH 3 CN. Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 
20 heures puis concentre sous pression reduite. 

10 Le residu d'evaporation est purifie par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, les fractions contenant la 6-(3-chloro-benzyl)-3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzoimidazol-2-yl)"4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine sont 
reunies et deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL). La 
phase SCX est ensulte lavee avec du methanol puis extraite avec une 

15 solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction obtenue 
est alors concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 4 mg de 6-(3- 
chloro-benzyO-S-CS.e-dimethyl-IH-benzoimidazol^-ylH^^^^etrahydro^H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine sous forme de poudre blanche dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

20 LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 392.26 ; temps de retention = 
3.18 minutes 

R.M.N. 1 H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO, a une temperature de 373K, 5 en ppm) : 
2,35 et 2,36 (2 s : 6H en totalite) ; 2,83 (t, J = 5,5 Hz : 2H) ; de 2,90 a 3,00 
(mt : 2H) ; 3,62 (s large : 2H) ; 3,78 (s : 2H) ; de 7,25 a 7,50 (mt : 6H) ; 11,91 
25 (mf : 1 H) ; de 1 2,30 a 1 2.60 (mf etale : 1 H). 



WO 2005/007653 



PCT/FR2004/001778 



31 



Exemple 5 : P-CIH-benzoimidazol^-yO^^.SJ-tetrahydro-pyrazolotS^-c] 
pyridin-6-yl]-3-pyridinyl-methanone 



La [3-(1H-benzoimidazol-2-yl)-2 J 4,5,7--tetrahydro-pyrazoIo[3,4-c]pyridin-6-yl]- 
5 3-pyridinyl-methanone peut etre preparee de la facon suivante : 

15 mg de chlorhydrate de la S^IH-benzimidazol^-ylH.S.GJ-tetrahydro^H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.5 mL de DMF. 
24.3 mg de diisopropylethylamine sont additionnes, suivis de 12.7 mg de 
HOBT, 11.9 mg de dilsopropylcarbodiimide et de 11.6 mg d'acide nicotinique. 
10 Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 20 heures 
puis concentre sous pression reduite. 

Le residu d'evaporation est purifie par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, les fractions contenant la ^-(IH-benzoimidazol^-yl)^^^,?- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]-3-pyridinyl-methanone sont reunies et 

15 deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL). La phase SCX 
est ensuite lavee avec du methanol puis extraite avec une solution 
d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction obtenue est alors 
concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 7.7 mg de [3-(1H- 
benzoimidazoI-2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]»3-pyridinyl- 

20 methanone sous forme de poudre blanche dont les caracteristiques sont les 
suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 345.22 ; temps de retention = 
1 .95 minutes 

Exemple 6 : 6-(3-Chloro-benzyl)-3-(1H-benzoimidazol-2-yl)-4 s 5,6,7- 
25 tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 
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La 6-(3-chloro-benzyl)-3-(1H-benzoimidazol-2-yl)-4,5,67-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine peut etre preparee de la fagon suivante : 
15 mg de chlorhydrate de la 3^1H-benzimidazol-2-yl)-4 l 5,6,7--tetrahydro-2H- 
5 pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 0.5 mL de methanol. 
26.5 mg de 3-chlorobenzaldehyde sont additionnes, suivis de 7.9 mg de 
NaBH 3 CN. Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 
20 heures puis concentre sous pression reduite. 

Le residu d'evaporation est purifle par LC/MS (Methode B). Apres purification 
10 par LC/MS, les fractions contenant la 6-(3-chioro-benzyl)-3-(1H- 
benzoimidazol^-ylH.S^^-tetrahydro^H-pyrazoloP^-clpyridine sont 
reunies et deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL). La 
phase SCX est ensuite lavee avec du methanol puis extraite avec une 
solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction obtenue 
15 est alors concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 6.9 mg de 6-(3- 
chloro-benzyl)-3-(1H-benzoimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4- 
c]pyridine sous forme de poudre blanche dont les caracteristiques sont les 
suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 364.22 ; temps de retention = 
20 2.19 minutes 
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Exemple 7 : Preparation d'une iibrairie d'amide 




La Iibrairie d'amides peut etre preparee de la fagon suivante : 
Les 19 acides (tableau 4) sont peses et places dans 19 tubes a essais 
5 individuels. 

Tableau 4 : acides utilises 



Entree 


Nom 


Quantite 


1 


ACIDE ISOBUTYRIQUE 


3.3 mg 


2 


ACIDE BENZOIQUE 


4.6 mg 


3 


ACIDE 2,3-DICHLOROBENZOIQUE 


7.1 mg 


4 


ACIDE PHENYLACETIQUE 


5.1 mg 


5 


ACIDE ACETIQUE 


2.2 mg 


6 


ACIDE CYCLOPROPANECARBOXYLIQUE 


3.2 mg 


7 


ACIDE 2-CHLOROBENZOlQUE 


5.9 mg 


8 


ACIDE 3-CHLOROBENZOIQUE 


5.9 mg 


9 


ACIDE 4-CHLOROBENZOIQUE 


5.9 mg 


10 


ACIDE ISOVALERIQUE 


3.8 mg 


11 


ACIDE HYDROCINNAMIQUE 


5.6 mg 


12 


ACIDE VI NYLACETIQUE 


3.2 mg 


13 


ACIDE BUTYRIQUE 


3.3 mg 


14 


ACIDE 2-FUROIQUE 


4.2 mg 


15 


ACIDE PIVALIQUE 


3.8 mg 
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16 


N,N-DIMETHYLGLYCINE 


3.9 mg 


17 


ACIDE VALERIQUE 


3.8 mg 


18 


ACIDE THIOPHENE-2-CARBOXYLlQUE 


4.8 mg 


19 


ACIDE 4-METHYLSULFONYLBENZOIQUE 


7.5 mg 



152 mg de HOBT et 142 mg de diisopropylcarbodiimide sont places en 
solution dans 12 mL de DMF et la solution obtenue est distribute dans 
chacun des 1 9 tubes a essais, a raison de 600 uL par tube. 
200 mg de chlorhydrate de la 3-(5 l 6^lm6thyl-1H-benzlmidazol-2-yl)-4.5 J 6,7- 
5 tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 4 mL de 
DMF en presence de 290 mg de N,N-diisopropylethylamine et la suspension 
obtenue est distribute dans chacun des 19 tubes a essais, a raison de 
200 uL par tube. 

Les 19 melanges reactionnels sont agites par agitation orbitalaire a 
10 temperature ambiante pendant 20 heures. 

Pour chaque melange reactionnel, un prelevement de 10 uL est effectue et 
dilue dans 40 uL de DMSO (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque 
echantillon en solution dans le DMSO ainsi obtenu, est analyse par LC/MS 
(Methode A). 

15 Les 19 melanges reactionnels sont ensuite evapores a sec et les residus 
d'evaporation sont places en solution dans 500 uL de DMSO chacun, puis les 
solutions obtenues sont purifiees par LC/MS (Methode B). 
Apres purification par LC/MS, les fractions contenant les composes cherches 
sont (eventuellement reunies) deposees sur phase SCX (500 mg de phase 

20 CUBCX1-HL). Les phases SCX sont ensuite lavees avec du methanol puis 
extraites avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. Les solutions 
d'extraction sont collectees en tubes de verre tares, evaporees a sec 
(evaporateur centrifuge Savant AES 2000 ou Genevac HT8), pesees (Mettler 
Toledo Automated Workstation LA200) et diluees a 10 mM dans le DMSO 

25 (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque solution obtenue est analysee 
par LC/MS (Methode A). 

Les composes suivants (Tableau 5), ont ete isoles et caracterises par leur 
temps de retention et pic moieculaire en Spectrometrie de Masse (Methode 
A). 
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Tableau 5 : librairie d'amides obtenue 



Entree 


Nom 


Quantite 
de produit 
obtenue 


Temps de 
retention 
(minutes) 


Ion 
moleculaire 
detecte 


1 


1 -[3-(5,6-DimethyM H-benzoimidazol- 

2-yl)~2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 

c]pyridin-6-yl]-2-methyl-propan-1-one 


5.8 mg 


3.08 


338.23 


2 


[3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 

yl^AS^-tetrahydro-pyrazolop^- 

c]pyridin-6-yl]-phenyI-methanone 


6.8 mg 


2.68 


372.21 


3 


(2,3-Dichloro-phenyl)-[3-(5,6-dimethyl- 
1 H-benzoimidazol-2-yl)-2,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]- 
methanone 


12 mg 


3.05 


440.13 


4 


1 -[3~(5,6-Dimethyl-1 H-benzoimidazol- 
2-yl )-2 ,4,5, 7-tetrahyd ro-pyrazo lo[3,4- 
c]pyridin-6-yI]-2-phenyi-ethanone 


7.9 mg 


2.99 


386.23 


5 


1 -[3-(5,6-DimethyI-1 H-benzoimidazol- 

2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 

c]pyridin-6-yl]-ethanone 


2.7 mg 


2.4 


310.19 


6 


Cyclo p ropyl-[3-(5 , 6-d i methyl- 1 H- 
benzoimidazol-2-yl)-2, 4,5,7- 
tetrahyd ro-pyrazo lo[3,4-c]py rid in-6-yl]- 
methanone 


3.4 mg 


2.57 


336.21 


7 


(2-Chloro-phenylH3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzo im idazo l-2-yl)-2 ,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazo(o[3,4-c]pyridin-6-yl]- 
methanone 


11.2 mg 


2.97 


406.18 


8 


(3-Chloro-phenylH3-(5,6-dlmethyl-1H- 
benzoimidazol-2-yl)-2,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6-yl]- 
methanone 


12.1 mg 


3.31 


406.16 


9 


(4-Chloro-phenyI)-[3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzoimidazol-2-yl)-2,4,5,7- 
tetrahyd ro-pyrazo!o[3 ,4-c] pyrid i n-6-y I]- 
methanone 


11.5 mg 


3.51 


406.17 


10 


1 -[3-(5,6-Dimethyl-1 H-benzoimidazol- 

2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 

c]pyridin-6-yl]-3-methyl-butan-1-one 


4.8 mg 


2.72 


352.24 
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11 


1- [3-(5,6-DimethyMH-benzoirTiidazol- 

2- yl)-2 I 4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6-yI]-3-phenyl-propan-1-one 


11.9 mg 


2.95 


400.24 


12 


1- [3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol- 

2- yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6~yl]-but-3-en-1 -one 


10.1 mg 


2.72 


336.22 


13 


1- [3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol- 

2- yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6-yl]-butan-1 -one 


7 mg 


2.66 


338.23 


14 


[3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 

yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 

c]pyridin-6-yI]-furan-2-yl-methanone 


9.5 mg 


2.67 


362.19 


15 


1- [3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol- 

2- yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6-yl]-2,2-dimethyI-pnopan-1- 
one 


9.3 mg 


2.8 


352.24 


16 


2-Dimethylamino-1-[3-(5,6-dimethyl- 
1 H-benzoimidazol-2-yi)-2,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6- 
yl]-ethanone 


4.7 mg 


2.55 


353.23 


17 


1 -[3-(5,6-Dimethyl-1 H-benzoimidazol- 
2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6-yl]-pentan-1 -one 


5.4 mg 


2.78 


352.24 


18 


[3-(5,6-DimethyMH-benzoimidazol-2- 
yl^ASJ-tetrahydro-pyrazolop^- 
c]pyridin-6-yi]-thiophen-2-yl- 
methanone 


7.2 mg 


2.75 


378.17 


19 


[3-(5,6-Dimethy!-1 H-benzoimidazol-2- 
yl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridin-6-yl]-(4-methanesulfonyl- 
phenyl)-methanone 


14.3 mg 


2.79 


450.19 
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Exemple 8 : Preparation d'une librairie de sulfonamides 




La librairie de sulfonamides peut etre preparee de la facon suivante : 
190 mg de chlorhydrate de la 3-(5,6-dimethyl-1H-benzimidazol-2-yl)-4 } 5,6,7- 
5 tetrahydro-2H-pyrazofo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 2 mL de 
dichloromethane en presence de 150 uL de triethylamine et la suspension 
obtenue est distribute dans 1 7 tubes a essais, a raison de 500 uL par tube. 
Les 17 chlorures de sulfonyles (tableau 6) sont peses et additionnes dans 
chacun des 1 7 tubes a essais. 

10 Tableau 6 : Chlorures de sulfonyle utilises 



Entree 


Norm 


Quantite 


1 


CHLORURE DE BENZENESULFONYLE 


9.9 mg 


2 


CHLORURE DE ALPHA-TOLUENESULFONYLE 


10.7 mg 


3 


CHLORURE DE 2,3-DlCHLOROBENZENESULFONYLE 


13.8 mg 


4 


CHLORURE DE 4-CHLOROBENZENESULFONYLE 


1 1 .9 mg 


5 


CHLORURE DE 2,2,2-TRIFLUOROETHANESULFONYLE 


10.2 mg 


6 


CHLORURE DE ETHANESULFONYLE 


7.2 mg 


7 


CHLORURE DE 1 -PROPANESULFON YLE 


8 mg 


8 


CHLORURE DE 1-BUTANESULFONYLE 


8.8 mg 


9 


CHLORURE DE 2-CHLORO BENZENESULFONYLE 


1 1 .9 mg 


10 


CHLORURE DE 3-CHLOROBENZENESULFONYLE 


1 1 .9 mg 
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11 


CHLORURE DE [(4-FLUOROPHENYL)METHYL]SULFONYLE 


11.7 mg 


12 


CHLORURE DE 4-METHOXYBENZENESULFONYLE 


11.6 mg 


13 


CHLORURE DE P-TOLUENESULFONYLE 


10.7 mg 


14 


CHLORURE DE O-TOLUENESULFONYLE 


10.7 mg 


15 


CHLORURE DE 3-METHYLBENZENESULFONYLE 


10.7 mg 


16 


CHLORURE DE 3-METHOXYBENZENESULPHONYLE 


11.6 mg 


17 


CHLORURE DE 2-METHOXY-4- 
METHYLBENZENESULPHONYLE 


12.4 mg 



Les 17 melanges reactionnels sont agites par agitation orbitalaire a 
temperature ambiante pendant 20h. 

Pour chaque melange reactionnel, un prelevement de 10 uL est effectue et 
dilue dans 40 uL de DMSO (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque 
5 echantillon en solution dans le DMSO ainsi obtenu, est analyse par LC/MS 
(Methode A). 

Les 17 melanges reactionnels sont ensuite evapores a sec et les residus 
d'evaporation sont places en solution dans 1 mL de DMSO chacun en 
presence d'une goutte d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 5N et les 

10 solutions obtenues sont purifiees par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, les fractions contenant les composes cherches sont 
(eventuellement reunies) deposees sur phase SCX (500 mg de phase 
CUBCX1-HL). Les phases SCX sont ensuite lavees avec du methanol puis 
extraltes avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. Les solutions 

15 d'extraction sont collectees en tubes de verre tares, evaporees a sec 
(evaporateur centrifuge Savant AES 2000 ou Genevac HT8), pesees (Mettler 
Toledo Automated Workstation LA200) et diluees a 10 mM dans le DMSO 
(Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque solution obtenue est analysee 
par LC/MS (Methode A). 

20 Les composes suivants (Tableau 7), ont ete isoles et caracterises par leur 
temps de retention et pic moleculaire en Spectrometrie de Masse (Methode 
A). 
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Tableau 7 : librairie de sulfonamides obtenue 



Entree 


Nom 


Quantite 

de 
produit 
obtenue 


Temps de 
retention 
(minutes) 


Ion 

moleculaire 
aetecte 


1 


6-Benzenesu!fonyl-3-(5,6-dimethyMH- 

benzoimidazol^-yO^.S.ej-tetrahydro^H- 

pyrazolo[3,4-c]pyridine 


1.4 mg 


3.41 


408.18 


2 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2-yl)-6- 
phenylmethanesulfonyl-4,5,6,7-tetrahydro- 
2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


0.7 mg 


3.51 


422.2 


3 


6-(2 1 3-Dichloro-benzenesulfonyl)-3-(5 ) 6- 
dimethyl-IH-benzoimidazol^-ylH.S.ej- 
tetrahydro-2H-pyrazoIo[3,4-c]pyridine 


6.4 mg 


3.25 


476.1 


4 


6-(4-Chloro-benzenesulfonyI)-3-(5,6- 

dimethyl-IH-benzoimidazoI-i-yO^.S.ej- 

tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


5.9 mg 


3.19 


442.12 


5 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2-yI)-6- 

(2,2,2-trifluoro-ethanesulfonyI)~4,5,6,7- 

tetrahydro-2H-pyrazoIo[3,4-c]pyridine 


1.7 mg 


3.06 


414.14 


6 


3-(5,6-DimethyMH-benzoimidazol-2-yI)-6- 
ethanesuifonyl-4, 5,6 , 7-tetrahyd ro-2 H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine 


5.2 mg 


2.63 


360.17 


7 


3-(5,6-Dimethyl-1H~benzoimidazol~2-yl)-6- 
( propane- 1-sulfonyI)-4, 5,6, 7-tetrahyd ro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine 


4.3 mg 


2.8 


374.19 


8 


6-(Butane-1-sulfonyl)-3-(5,6-dimethyI-1H- 
benzoimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H T 
pyrazolo[3,4-c] pyridine 


5.6 mg 


2.94 


388.2 


9 


6-(2-Chloro-benzenesulfonyl)-3-(5,6- 
dimethyl-IH-benzoimidazol^-ylH-^ej- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3 , 4-c]pyrid ine 


5.6 mg 


3.38 


442.13 


10 


6-(3-ChIoro-benzenesulfonyI)-3-(5,6- 

dimethyl-1H-benzoimidazoI-2-yl)-4,5,6 p 7- 

tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


6.9 mg 


3.71 


442.13 


11 


3-(5,6-Di methyl- 1 H-benzoimidazol-2-yl)-6- 
(4-fluoro-phenyImethanesulfonyl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


0.7 mg 


3.05 


440.18 


12 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazoi-2-yI)-6- 

(4-methoxy-benzenesulfonyl)-4,5,6,7- 

tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


7.5 mg 


2.99 


438.19 
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13 


S-CS^-Dimethyl-IH-benzoimidazol^-ylJ-e- 
(toluene-4-suifonyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
py razolo [3, 4-c] pyridine 


7.3 mg 


3.22 


422.2 


14 


3-(5,6-DimethyM H-benzoimidazol-2-yl)- 
6-(to!uene-2-sulfonylH,5,6,7- 
tetrahydro~2H-py razolo [3, 4-c] pyridine 


4.8 mg 


3.16 


422.19 


15 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2-yl)- 

6-(toluene~3-sulfonyI)-4,5,6,7- 

tetra hyd ro-2 H-pyrazo lo[3 , 4-c]py rid i ne 


5.1 mg 


3.13 


422.19 


16 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2~yI)- 
6-(3-methoxy-benzenesulfonyl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


6.9 mg 


3.07 


438.18 


17 


3-(5,6-DimethyM H-benzoimidazol-2-yl)- 
6-(2-methoxy-4~methyl- 
benzenesulfonyl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine 


0.8 mg 


3.34 


452.19 



Exemple 9 : Preparation d'une librairie d'amines 




La librairie d'amines peut etre preparee de la facon suivante : 
180 mg de chlorhydrate de la 3-(5,6-dimethyM H-benzimidazol-2-yl)-4, 5,6,7- 
5 tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 2.7 mL de 
methanol et la suspension obtenue est distribute dans 16 tubes a essais, a 
raison de 150 uL par tube. 

Les 16 aldehydes (tableau 8) sont peses et additionnes dans chacun des 16 
tubes a essais. 



10 
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Tableau 8 : Aldehydes utilises 



Entree 


Nom 


Quantite 


1 


ISOBUTYRALDEHYDE 


8.1 mg 


2 


FORMALDEHYDE 


3.4 mg 


3 


BENZALDEHYDE 


1 1 .9 mg 


4 


PHENYLACETALDEHYDE 


13.5 mg 


5 


2,3-DICHLOROBENZALDEHYDE 


19.6 mg 


6 


FURFURAL 


10.8 mg 


7 


4-CHLOROBENZALDEHYDE 


15.8 mg 


8 


2-THIOPHENECARBOXALDEHYDE 


12.6 mg 


9 


NICOTINALDEHYDE 


12 mg 


10 


TRIMETHYLACETALDEHYDE 


9.7 mg 


11 


ACETALDEHYDE 


4.9 mg 


12 


ISOVALERALDEHYDE 


9.7 mg 


13 


PROPIONALDEHYDE 


6.5 mg 


14 


3-PHENYLPROPIONALDEHYDE 


15.1 mg 


15 


BUTYRALDEHYDE 


8.1 mg 


16 


CYCLOPROPANECARBOXALDEHYDE 


7.9 mg 



Une solution de 85 mg de NaBH 3 CN dans 2.7 mL de methanol est alors 
egalement distribute dans les 16 tubes a essais, a raison de 150 uL par tube. 
Les 16 melanges reactionnels sont agites par agitation orbitalaire a 
5 temperature ambiante pendant 20h. 100 uL de methanol sont alors ajoutes 
dans chacun des 16 tubes. 

Pour chaque melange reactionnel, un prelevement de 10 uL est effectue et 
dilue dans 40 uL de DMSO (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque 
echantillon en solution dans le DMSO ainsi obtenu, est analyse par LC/MS 
10 (MethodeA). 

Les 16 melanges reactionnels sont ensuite evapores a sec et les residus 
d'evaporation sont places en solution dans 500 uL de DMSO chacun, filtres 
sur fritte, puis les solutions residuelles sont purifiees par LC/MS (Methode B). 
Apres purification par LC/MS, les fractions contenant les composes cherches 
15 sont (eventuellement reunies) deposees sur phase SCX (500 mg de phase 
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CUBCX1-HL). Les phases SCX sont ensuite lavees avec du methanol puis 
extraites avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. Les solutions 
d'extraction sont collectees en tubes de verre tares, evaporees a sec 
(evaporateur centrifuge Savant AES 2000 ou Genevac HT8), pesees (Mettler 
5 Toledo Automated Workstation LA200) et diluees a 10 mM dans le DMSO 
(Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque solution obtenue est analysee 
par LC/MS (Methode A). 

Les composes suivants (Tableau 9), ont ete isoles et caracterises par leur 
temps de retention et pic moleculaire en Spectrometrie de Masse (Methode 
10 A). 

Tableau 9 : librairie d'amines obtenue 



Entree 


Norn 


Quantite 
de produit 
obtenue 


Temps 

de 
retention 
(minutes) 


Ion 
moleculaire 
detecte 


1 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 

yl)-6-isobutyl-4,5,6,74etrahydro-2H- 

pyrazolo[3,4-c]pyridine 


5.9 mg 


2.62 


324.32 


2 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 

yO-e-methyl^.S.ey-tetrahydro^H- 

pyrazolo[3,4-c]pyridine 


3.5 mg 


2.49 


282.29 


3 


6-Benzyl-3-(5,6-dimethyl-1 H- 

benzo imidazo l-2-y I )-4, 5,6, 7-tetra hyd ro- 

2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


8.2 mg 


2.74 


358.3 


4 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 
yl)-6-phenethyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c] pyridine 


6.4 mg 


2.84 


372.32 


5 


6-(2,3-Dichloro-benzyl)-3-(5,6-dimethyI- 
1 H-benzoimidazol-2-yl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


8.6 mg 


2.95 


426.23 


6 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazoI-2- 

yl)-6-furan-2-ylmethyl-4,5,6,7- 

tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


5.9 mg 


2.64 


348.27 


7 


6-(4-Chloro-benzyl)-3-(5,6-dimethyI-1 H- 
benzoimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro- 
2H-pyrazoIo[3,4-c]pyridine 


4.7 mg 


2.9 


392.26 
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O 

o 


3-(5,6-Dimethyi-1H-benzoimidazol-2- 
yi)-o-tniopnen-^~yimetnyi-4,o,b,7- 
tetrahyd ro-2 H-pyrazolo[3 ,4-c] pyrid ine 


8.4 mg 


O 7-1 


oo4./d4 


9 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 
yi j-o-pynain-o-yimeinyi- £ i-,o 1 o, / - 
tetrahyd ro-2 H-pyrazolo [3 ,4-c] pyrid ine 


1 1.7 mg 


2.55 


359.29 


10 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 
yi ;-o-(z i metny i-pro py I j-4, o , o , / - 
tetra hyd ro-2 H-py razo lo [3 , 4-c] py rid ine 


3.7 mg 


2.72 


338.32 


11 


3-(5,6-Dimethyl-1H-benzoimidazol-2- 
yi)-b-etnyi-4,o,o, / -tetrahyaro-zn- 
pyrazo lo[3 , 4-c] pyrid ine 


5 mg 


2.55 


296.27 


12 


3-(5,6-DimethyMH-benzoimidazol-2~ 

yl ;-b-(o~metnyl-Dutyl)~4 J o 3 b 5 / - 

tetra hyd ro-2 H-py razo lo [3 , 4-c] pyrid ine 


5.9 mg 


2.76 


338.3 


13 


3-(5,6-Dimethyi-1H-benzoimidazol-2- 
y!)-6-propyl-4, 5,6, 7~tetrahyd ro-2 H- 
pyrazoio[3, 4-c] pyrid ine 


6.4 mg 


2.62 


310.29 


14 


3-(5,6-DimethyMH-benzoimidazol-2- 
yi^-D-^o-pnenyi-propyi 0,0, * - 
tetra hyd ro-2 H-pyrazo lo [3,4-c]py rid ine 


4.2 mg 


2.97 


386.31 


15 


6-Butyl-3-(5,6-dimethyl-1 H- 

benzoimidazol-2~yl)-4,5,6,7-tetrahydro- 

2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


4.5 mg 


2.68 


324.28 


16 


6-Cyclopropyimethyl-3-(5,6-dimethyl- 
1 H-benzoimidazol-2-y!)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 


3.9 mg 


2.62 


322.27 
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Exemple 10 : Preparation d'une librairie d'urees 




10 



La librairie d'urees peut etre preparee de la facon suivante : 
120 mg de chlorhydrate de la 3~( 5 ,6-di methyl- 1 H~benzim id azol-2-yI)-4, 5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine sont mis en suspension dans 3.6 ml_ de 
tetrahydrofurane en presence de 190 uL de triethylamine et la suspension 
obtenue est distribute dans chacun des 9 tubes a essais, a raison de 300 uL 
par tube. 

Les 9 isocyanates (tableau 10) sont peses et additionnes dans chacun des 9 
tubes a essais. 



Tableau 10 : Isocyanates utilises 



Entree 


Nom 


Quantite 


1 


PHENYL ISOCYANATE 


6.7 mg 


2 


BENZYL ISOCYANATE 


7.5 mg 


3 


2-CHLOROPHENYL 
ISOCYANATE 


8.6 mg 


4 


3-CHLOROPHENYL 
ISOCYANATE 


8.6 mg 


5 


4-CHLOROPHENYL 
ISOCYANATE 


8.6 mg 


6 


N-BUTYL ISOCYANATE 


5.6 mg 


7 


2-THIENYL ISOCYANATE 


7 mg 


8 


2-METHOXYPHENYL 
ISOCYANATE 


8.4 mg 


9 


O-TOLYL ISOCYANATE 


7.5 mg 
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Les 9 melanges reactionnels sont agites par agitation orbitalaire a 
temperature ambiante pendant 2 heures puis evapores a sec. 
Les residus d'evaporation sont places en solution dans 1 mL de DMSO 
chacun et pour chaque solution obtenue, un prelevement de 10 uL est 
5 effectue et dilue dans 40 uL de DMSO (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). 
Chaque echantillon en solution dans le DMSO ainsi obtenu, est analyse par 
LC/MS (Methode A). 

Les solutions residuelles sont purifiees par LC/MS (Methode B). Apres 
purification par LC/MS, les fractions contenant les composes cherches sont 

10 (eventuellement reunies) soit evaporees a sec (entrees 1, 3, 6, 8, 9), soit 
deposees sur phase SCX (500 mg de phase CUBCX1-HL ; entrees 2, 4, 5, 
7). Les phases SCX sont ensuite lavees avec du methanol puis extraites avec 
une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. Les solutions d'extraction 
sont collectees en tubes de verre tares, evaporees a sec (evaporateur 

15 centrifuge Savant AES 2000 ou Genevac HT8), pesees (Mettler Toledo 
Automated Workstation LA200) et diluees a 10 mM dans le DMSO (Gilson 
Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque solution obtenue est analysee par 
LC/MS (Methode A). 

Les composes suivants (Tableau 11), ont ete isoles et caracterises par leur 
20 temps de retention et pic moleculaire en Spectrometrie de Masse (Methode 
A). 

Tableau 11 : librairie d'urees obtenue 



Entree 


Nom 


Quantite 
de produit 
obtenue 


Temps de 
retention 
(minutes) 


Ion 
moleculaire 
detecte 


1 


bis-trifluoroacetate du phenylamide de 
racide3-(5,6-dimethyl-1 H-benzo- 
imidazol-2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine-6-carboxylique 


14.6 mg 


3.04 


387.28 


2 


benzylamide de l'acide3-(5,6-dimethyl- 
1 H-benzoimidazoi-2-yl)-2,4,5,7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 
carboxyllque 


1.8 mg 


2.78 


401.29 


3 


bis-trifluoroacetate du (2-chloro-phenyl)- 
amide de racide3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzoimidazoI-2-yl)-2,4,5,7-tetrahydro- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine-6-carboxylique 


16 mg 


2.92 


421.25 
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4 


(3-chloro-phenyl)-amide de Pacide3- 
(5,6-dimethyl-1H-benzoimidazol-2-yl)- 
2 > 4,5,7-tetrahydro-pyrazoIo[3,4- 
c]pyridine-6-carboxylique 


7.9 mg 


3.89 


421.24 


5 


(4-chloro-phenyl)-amide de I'acide3- 
f 5 6-riimeth\/l-1 H-ben7nimida?oi-2-vlV 
2,4,5, 7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
cj pyrid ine-6-ca rboxylique 


9.8 mg 


3.36 


421.25 


6 


bis-trifluoroacetate du butylamide de 

l*acide3-(5,6-dimethyl-1H~ 

benzoirnidazol-2-yl)-2,4,5,7- 

tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 

carboxylique 


2.4 mg 


2.8 


367.31 


7 


thiophen-2~ylamide de l*acide3-(5,6- 
d i methyl-1 H-benzo i mid azoi-2-yl )- 
2,4,5, 7-tetrahyd ro-pyrazolo [3 , 4- 
c] pyrid i ne-6-ca rboxyliq ue 


3.8 mg 


O "7*7 

2.77 


393.24 


8 


bis-trifluoroacetate du (2-methoxy- 
phenyl)-amide de l'acide3-(5,6- 
dimethyl-1 H-benzoimidazol-2-y!)- 
2,4,5, 7-tetrahyd ro-pyrazo lo[3 , 4- 
c]pyrid ine-6-carboxylique 


14.4 mg 


3.14 


417.28 


9 


bis-trifluoroacetate du o-tolylamide 
de racide3-(5,6-dimethyl-1 H~ 
benzoimidazol-2-yl)-2,4,5,7- 
tetrahydro~pyrazoio[3,4~c]pyridine-6- 
carboxylique 


16.2 mg 


2.68 


401.29 



Exemple 1 1 : 3-(5,6-Dimethyl-1H-benzimidazol-2"yl)-4 J 5,6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazo!o[3,4-c]pyridine 
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La 3-(5,6-dimethy[-1 H-benzimidazo 

cjpyridine peut etre preparee de ia fagon suivante : 

A une solution de 670 mg de 3-(2-amino-4,5-dimethyl-phenylcarbamoyl)- 
2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3 > 4-c]pyridine-6-carboxylate de tert-butyle dans 
5 9mL de THF sont additionnes 9 mL d'eau et 2.8 mL d'acide trifluoroacetique. 
Apres 2 heures d 'agitation a 80°C, le milieu reactionnel est concentre sous 
pression reduite. II est ensuite repris dans de I'eau et le precipite forme est 
recupere par filtration sur fritte, lave avec une solution aqueuse de soude 1 N 
et seche. La phase aqueuse obtenue est alors extraite avec du 

10 dichloromethane, puis la phase organique est sechee sur sulfate de 
magnesium et concentree sous pression reduite. Le residu obtenu et le 
precipite sont reunis puis mis en solution dans le methanol avec quelques 
gouttes de DMF. Cette solution est ensuite deposee sur phase MEGA 
BE-SCX. La phase SCX est ensuite lavee avec du methanol puis extraite 

15 avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction 
obtenue est alors concentree sous pression reduite. 

On obtient ainsi 46, mg de 3-(5,6-dimethyl-1H-benzimidazol-2-yl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine sous forme de poudre beige dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

20 El : m/z=267 M + ' pic de base 

m/z=238 [M - NHCH 2 ] + 
m/z=209 [M - C 3 H 8 N] + 

R.M.N. 1H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO, 5 en ppm) : 2,31 et 2,32 (2 s : 6H en 
totalite) ; 2,81 (t large, J = 5 Hz : 2H) ; 2,92 (t large, J = 5 Hz : 2H) ; 3,83 (s 
25 large : 2H) ; 7,22 (s large : 1H) ; 7,40 (s large : 1H) ; 12,28 (mf : 1H) ; 12,73 
(mf : 1H). 

Exemple 12 : Chlorhydrate de la 3-(5,6-dimethyl-1H-benzimidazoi-2-yl)- 
4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 
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CIH 



Le chlorhydrate de la 3-(5,6-dimethyl-1H-benzimidazol-2-yl)-4,5 f 6 5 7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine peut etre prepare de la fagon suivante : 

A une solution de 1.7 g de 3-(2-amino-4,5-dirnethyl-pheny[carbamoyl)-2,4,5 s 7- 
5 tetrahydro-pyrazolop^-clpyridine-e-carboxylate de tert-butyle dans 40 mL 
d'ethanol est additionne 9 mL d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 
5N. Apres 60 heures d'agitation a 80°C, le milieu reactionnel est ramene a 
temperature ambiante. Le precipite forme est recupere par filtration sur fritte 
et seche. On obtient ainsi 1 .04 g de chlorhydrate de la 3~(5,6-dimethyl-1 H- 
10 benzimidazol^-ylH^^J-tetrahydro^H-pyrazoIoP^-clpyridine sous forme 
de poudre beige dont les caracteristiques sont les suivantes : 

EI : m/z=267 M + * pic de base 



R.M.N. 1 H (300 MHz, (CD 3 )2SO avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD, 5 en ppm) : 2,40 (s : 6H) ; 3,23 (t large, J = 5,5 Hz : 2H) ; 3,45 (t, 
J = 5,5 Hz : 2H) ; 4,45 (s : 2H) ; 7,54 (s : 2H). 

Le 3<2-amino-4,5-dimethyl-phenylcarbamoyI)-2,4,5,7-tetrahydro--pyrazolo 
20 [3,4-c]pyridine-6-carboxylate de tert-butyle peut etre prepare de la fagon 
suivante : 

A une solution de 3 g de I'acide 2,4,5, 7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 
carboxylate de tert-butyle-3-carboxylique dans 50 mL de DMF anhydre, sont 
additionnes, a temperature ambiante, 8.5 g de HBTU ainsi que 2.9 g de 



15 



m/z=238 
m/z=209 
m/z=36 



[M - CH 2 NH] + 
[M - C 3 H 8 N] + ' 
[HClf 
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diisopropylethylamine. Apres vingt minutes d'agitation a temperature 
ambiante, sont additionnes 3.06 g de 4,5-diamino-o-xylene. Apres 60 heures 
d'agitation a temperature ambiante, le milieu reactionnel est dilue dans 3 L 
d'une solution aqueuse de NaHC03 a pH superieur a 7, contenant 20 g de 
5 NaCI. La phase aqueuse est extraite trois fois avec 1 L d'acetate d'ethyle, 
puis les phases organiques rassemblees sont sechees sur sulfate de 
magnesium et concentrees sous pression reduite. Le residu brut obtenu est 
repris dans 150 mL de dichloromethane et I'insoluble est elimine par filtration 
sur fritte. Le filtrat est alors concentre sous pression reduite et purifie par 

10 chromatographie sur siiice (20-45 urn Amicon) avec un gradient de 50 a 
100 % d'acetate d'ethyle dans le cyclohexane. Les fractions contenant le 
produit recherche sont reunies et concentrees sous pression reduite. On 
obtient ainsi 4.37 g de 3-(2-amino-phenylcarbamoyl)-2,4,5,7-tetrahydro- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine-6-carboxylate de tert-butyle sous forme d'une poudre 

15 beige dont les caracteristiques sont les suivantes : 

El : m/z=385 M +- pic de base 



20 R.M.N. 1 H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO, 5 en ppm) : 1,46 (s : 9H) ; 2,10 et 2,12 (2 s : 
3H chacun) ; 2,77 (mt : 2H) ; 3,58 (t, J = 5,5 Hz : 2H) ; 4,53 (s : 2H) ; 4,57 
(mf : 2H) ; 6,60 (s : 1 H) ; 7,14 (s large : 1 H) ; 9,10 (mf : 1 H) ; 13,08 (mf : 1 H). 

Exemple 13 : Chlorhydrate de la 3-(1H-benzimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro- 
2H-pyrazolo [3, 4-c] pyridine 



m/z=329 
m/z=312 
m/z=57 



[M - C 4 H 8 f ■ 
[M - C 4 H 9 0] + 
[C 4 H 9 ] + 



25 
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Le chlorhydrate de la S^IH-benzimidazol^-ylH.S^J-tetrahydro^H- 
pyrazo!o[3,4-c] pyridine peut etre prepare de la facon suivante : 

A une solution de 200 mg de S-^-amino-phenylcarbamoyO^ASJ- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine~6-carboxylate de tert-butyle dans 1 mL 
5 d'ethanol est additionne 2.2 mL d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 
5 N. Apres 20 heures d'agitation a 80°C, le milieu reactionnel est ramene a 
temperature ambiante. L'insoluble est elimine par filtration sur fritte et le filtrat 
est concentre sous pression reduite. On obtient ainsi 84 mg de chlorhydrate 
de la 3-(1 H-benzimidazol^-yiH.S^J-tetrahydro^H-pyrazolop^-clpyridine 
10 sous forme de poudre orangee dont les caracteristiques sont les suivantes : 

LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 240.26 ; temps de retention = 
1.68 minutes 

Le S^-amino-phenylcarbamoyl^.^SJ-tetrahydro-pyrazolotS^^pyridine-e- 
carboxylate de tert-butyle peut etre prepare de la facon suivante : 

15 A une solution de 150 mg de I'acide 2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4- 
c]pyridine-6-carboxylate de tert-butyle-3-carboxylique dans 1 mL de DMF 
anhydre, sont additionnes, a temperature ambiante, 425 mg de HBTU ainsi 
que 145 mg de diisopropylethylamine. Apres vingt minutes d'agitation a 
temperature ambiante, sont additionnes 121 mg d'orthophenylenediamine. 

20 Apres 20 heures d'agitation a temperature ambiante, le milieu reactionnel est 
dilue dans 100 mL d'eau et 50 mL d'acetate d'ethyle.. La phase aqueuse est 
extraite trois fois avec 50 mL d'acetate d'ethyle, puis les phases organiques 
rassemblees sont sechees sur sulfate de magnesium et concentrees sous 
pression reduite. Le residu brut obtenu est purifie par HPLC (phase inverse 

25 C18 Lichroprep 12 urn) avec un gradient iineaire de 5 a 95 % d'acetonitrile 
contenant 0,07 % (v/v) d'acide trifluoroacetique dans I'eau contenant 0,07 % 
(v/v) d'acide trifluoroacetique, a un debit de 10 mL/mn. Les fractions 
contenant le produit recherche sont reunies et deposees sur phase MEGA 
BE-SCX. La phase SCX est ensuite lavee avec du methanol puis extraite 

30 avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. La solution d'extraction 
obtenue est alors concentree sous pression reduite. On obtient ainsi 200 mg 
de 3-(2-amino-phenylcarbamoyl)-2,4,5,7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridine-6- 
carboxylate de tert-butyle sous forme d'une poudre beige dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 
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LC/MS (Methode A) : ion moleculaire detecte : 358,34 ; temps de retention = 
3,19 minutes. 

Exemple 14 : Preparation d'une librairie de sulfonamides 



5 La librairie de sulfonamides peut etre preparee de la fagon suivante : 

40 mg de 6-[3-(5,6-dimethyl-1 H4)enzimidazo!-2-yl)~2,4,5,74etrahydro- 
pyrazoio[3,4-c]pyridin-6-yl]-pyridin-3-yIamine sont mis en suspension dans 
2 mL de dichloromethane et la solution obtenue est distribute dans 4 tubes a 
essais, a raison de 500 uL par tube. 
10 Les 4 chlorures de sulfonyle (tableau 12) sont peses et additionnes dans 
chacun des 4 tubes a essais, suivis de 15.6 uL de triethylamine. 



Tableau 12 : Chlorures de sulfonyle utilises 



Entree 


Nom 


Quantite 


1 


CHLORURE DE THIOPHENE-2-SULFONYLE 


5.6 mg 


2 


CHLORURE DE 4-METHOXYBENZENESULFONYLE 


6.3 mg 


3 


CHLORURE DE 2-CHLOROBENZENESULFONYLE 


6.4 mg 


4 


CHLORURE DE 2-METHOXY-4-METHYLBENZENESULPHONYLE 


6.8 mg 



Les 4 melanges reactionnels sont agites par agitation orbitalaire a 40°C 
pendant 1 5 heures. 

15 Pour chaque melange reactionnel, un prelevement de 5 uL est effectue et 
dilue dans 100 uL de DMSO (Gilson Liquid Handler Quad-Z 215). Chaque 
echantillon en solution dans le DMSO ainsi obtenu, est analyse par LC/MS 
(Methode A). 

Les 4 melanges reactionnels sont ensuite evapores a sec et les residus 
20 d'evaporation sont places en solution dans 500 uL de DMSO chacun et les 
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solutions obtenues sont purifiees par LC/MS (Methode B). Apres purification 
par LC/MS, Jes fractions contenant les composes cherches sont 
(eventuellement reunies) deposees sur phase SCX (500 mg de phase 
CUBCX1-HL). Les phases SCX sont ensuite lavees avec du methanol puis 
5 extraites avec une solution d'ammoniac 2M dans le methanol. Les solutions 
d'extraction sont collectees en tubes de verre tares, evaporees a sec 
(evaporateur centrifuge Savant AES 2000 ou Genevac HT8), pesees (Mettler 
Toledo Automated Workstation LA200) et diluees a 10 mM dans le DMSO 
(Gilson Liquid Handler Quad-2 215). Chaque solution obtenue est analysee 
10 par LC/MS (Methode A). 

Les composes suivants (Tableau 13), ont ete isoles et caracterises par leur 
temps de retention et pic moleculaire en Spectrometrie de Masse (Methode 
A). 

Tableau 13 : librairie de sulfonamides obtenue 



Entree 


Nom 


Quantite 

de 
produit 
obtenue 


Temps de 
retention 
(minutes) 


Ion 
moleculaire 
detecte 


1 


N-{6-[3-(5,6-dimethyl-1 H- 

benzimidazol^-yl^AS,?- 

tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6- 

yl]-pyridin-3-yl}-thiophene-2- 

sulfonamide 


2.9 mg 


3.07 


506.21 


2 


N-{6-[3-(5,6-Dimethyl-1 H- 

benzimidazol^-yl)^^^,?- 

tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6- 

yI3-pyridin-3-yl}-4-methoxy- 

benzenesulfonamide 


3.0 mg 


3.20 


530.25 


3 


2-Chloro-N-{6-[3-(5,6-dimethyl-1H- 

benzimidazol-2-yl)-2,4,5,7- 

tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6- 

yl]-pyridin-3-yl}- 

benzenesulfonamide 


3.0 mg 


3.38 


534.21 


4 


N-{6-[3-(5,6-Dimethyl-1 H- 
benzimidazol-2-yl)-2,4,5 7 7- 
tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6- 
yl]-pyrid in-3-yI}-2-methoxy-4- 
methyl-benzenesulfonamide 


3.8 mg 


3.38 


544.26 
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Exemple 1 5 : 6-[3-(5, 6-Dim ethyl- 1 H-benzimidazo l-2-yl)-2 ,4,5, 7-tetrahyd ro- 
py razolo[3,4-c]pyridin-6-yl]-pyridin-3-yIa mine 



La 6-[3-(5,6-dimethyl-1H~benzimto 
5 c]pyridin-6-yl]-pyridin-3-ylamine peut etre preparee de la fagon suivante : 

A une solution de 545 mg de S-CS.e-dimethyl-IH-benzimidazoi^-ylJ-e-CS-nitro- 
pyridin-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine dans 60 mL 
d'ethanol est additionne 55 mg de Pd/CaC03 10%. Apres 15 heures 
d'agitation a 35°C sous 3 bars d'hydrogene, le milieu reactionnel est ramene 

10 a temperature ambiante, filtre sur celite puis concentre sous pression reduite. 
On obtient ainsi 300 mg de 6-[3-(5,6-dimethyl-1 H-benzimidazol^-yl)^^^,/- 
tetrahydro-pyrazolop^-clpyridin-e-yll-pyridin-S-ylamine sous forme de 
poudre marron dont les caracteristiques sont les suivantes : 
El m/z=359 M + ' pic de base 

15 m/z=266 (M-C 5 H S N 2 ) + 

Exempie 16 : 3-(5,6-Dimethyl-1 H-benzimidazol-2-yl)-6-(5-nitro-pyridin-2-yl)- 
4,5 ) 6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine 



N 





La 3-(5,6-dimethyl-1H-benzimidazoi-2-yl)-6-(5-nitro-pyridin-2-yl)-4,5 ; 6 3 7- 
20 tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine peut etre preparee de la fagon 
suivante : 
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A une solution de 500 mg de chlorhydrate de la 3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyrldine dans 5 mL 
de dimethylformamide sont additionnes 287 mg de 2-chloro-5-nitropyridine et 
500 mg de carbonate de potassium. Apres 20 heures d'agitation a 
5 temperature ambiante, !e milieu reactionnel est additionne a 50 ml d'eau. Le 
precipite forme est recupere par filtration sur fritte, lave avec 3 fois 15 mL 
d'eau puis seche sous pression reduite. On obtient ainsi 548 mg de 3-(5,6- 
dimethyM H-benzimidazol-2-yl)-6^ 

pyrazolo[3,4-c]pyridine sous forme de poudre jaune dont les caracteristiques 
10 sont les suivantes : 

El : m/z=389 M + pic de base 

m/z=266 (M - C 5 H 3 N 2 0 2 ) + 

Exemple 1 7 : 6-{5-[3-(2~FIuoro-5-trifluoromethyl-phenyl)-ureido]-pyridin-2-yl}- 
4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxamide 



Le 6-{5-[3-(2-Fluoro-54rifluoromethyI-phenyl)-ureido]-pyridin-2-yl}-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxamide peut etre prepare de la 
facon suivante a partir du 6-(5-tert-butoxycarbonylamino-pyridin-2-yl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle: 

20 L' ester ethyl ique du 6-(5-tert-butoxycarbonylamino-pyrldin-2-yl)-4,5,6 f 7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]py rid ine-3-carboxy late d'ethyle est transforme 
en carboxamide par amidification par une solution d'ammoniaque et conduit a 



15 
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I'obtention de 6-(5-tert-butoxycarbonylamino-pyridin-2-yl)-4,5,6 > 7-tetrahydro- 
2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxannide. 

El : m/z=358 

Le groupement amine du 6-(5-tert-butoxycarbonylamino-pyridin-2-yl)-4,5,6,7- 
5 tetrahydro-2H-pyrazo!o[3,4-c]pyrldine-3-carboxamide est deprotege en milieu 
acide (acide trifluoroacetique dans le dichloro methane) et conduit a 
I'obtention de 6-(5-amino-pyridm-2-yl)-4 J 5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4- 
c] pyrid i ne-3-ca rboxam ide . 

El : m/z= 258 

10 La fonction uree est introduite sur le 6-(5-amino-pyridin-2-yl)-4,5,6,7- 
tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxamide selon la methode 
decrite a I 'exemple 1 en utilisant le 2-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenyl- 
isocyanate, et conduit a I'obtention du 6-{5-[3-(2-fluoro-5-trifiuoromethyl- 
phenylJ-ureidoJ-pyridin-a-yll^.S^J^etrahydro^H-pyrazoloP^-clpyridine-S- 

15 carboxamide. 

El : m/z=463 

Exemple 18 : 6-(5-tert"-Butoxycarbonylamino-pyridin-2-yl)-4 5 5 J 6,7-tetrahydro- 
2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle 



20 Le 6-(5-tert-Butoxycarbonylamino-pyridin-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazoIo 
[3,4-c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle peut etre prepare de la facon suivante : 

A une solution de 50 mg de 6-(5-nitro-pyridin-2-yl)-4,5 J 6,7-tetrahydro-2H- 
pyrazolo[3,4-c]pyridine~3~carboxylate d'ethyle dans 6 mL de methanol sont 
additionnes 5 mg de Pd/C 10 % et 38 mg de di-tert-butyldicarbonate. Apres 




N 
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12 heures d'agitation a temperature ambiante sous 3 bars d'hydrogene, le 
milieu reactionnel est filtre sur celite puis concentre sous pression reduite. Le 
brut reactionnel obtenu est purifie par chromatographie flash (Si0 2 , 
CH 2 CI 2 /MeOH gradient 75/25 a 25/75). On obtient ainsi 20 mg de 6-(5-tert- 
5 Butoxycarbonyiamino-pyridin^-ylJ^.S.ej-tetrahydro^H-pyrazolotS^- 

c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle sous forme de poudre blanche dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 
El : m/z=387 ivf' 

m/z=331 (M - C 4 H 8 ) + - pic de base 

10 m/z=286 (m/z=331 - C0 2 H) + 

m/z=194 C 9 H 12 N 3 0 2 + 

m/z=57 C 4 H 9 + 

Exempie 19 : 6-(5-Nitro-pyridin-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4- 
c]py rid ine-3-carboxy late d'ethyle 




15 

Le 6-(5-Nitro-pyridin-2-yl)-4,5 s 6,7-tetrahydro-2H-pyrazoIo[3,4-c]pyridine-3- 
carboxylate d'ethyle peut etre prepare de la facon suivante : 

A une solution de 1 g de trifluoroacetate de la 3-(5,6-dimethyl-1H- 
benzimidazol-2-yl)-4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine dans 10 mL 

20 de pyridine sont additionnes 522 mg de 2-chloro-5-nitropyridine. Apres 20 
heures d'agitation a temperature ambiante s le milieu reactionnel est concentre 
sous pression reduite. Le precipite forme est recupere par filtration sur fritte, 
lave avec 3 fois 15 mL d'eau, puis seche sous pression reduite. Le brut 
reactionnel obtenu est purifie par chromatographie flash (Si0 2 , 

25 cyclohexane/AcOEt gradient 75/25 a 25/75). On obtient ainsi 450 mg de 6-(5- 
Nitro-pyridin^-ylJ^^.ej-tetrahydro^H-pyrazoloP^-clpyridine-S-carboxylate 
d'ethyle sous forme de poudre jaune dont les caracteristiques sont les 
suivantes : 
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El: m/z=317 M + - pic debase 

m/z=271 (M - N0 2 ) + " 

m/z=194 (M - C 5 H 3 N20 2 ) + 

m/z=1 48 (m/z=1 94 - C 2 H 6 0) + 

Exemple 20 : Trifluoroacetate de 4,5,6 ,7-tetrahydro-2 H-pyrazolo [3,4- 

c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle 

Q 

A - 9 




Le trifluoroacetate du 4,5,6 T-tetrahydro^H-pyrazoloP^-cJpyridine-S- 
10 carboxylate d'ethyle peut etre prepare de la facon suivante : 

A une solution de 3 g de 2,4,5, 7-tetrahydro-pyrazolo[3,4-c]pyridy 1-3,6- 
dicarboxylate de 6-tert-butyle 3-ethyle dans 50 ml_ de tetrahydrofurane, sont 
additionnes 50 mL d'eau suivis de 12 mL d'acide trifluoroacetique. Apres 2 
heures d'agitation au reflux, le milieu reactionnel est ramene a temperature 

15 ambiante et est additionne d'une solution aqueuse saturee de Na 2 C03 
jusqu'a Tobtention d'un pH basique. La phase aqueuse obtenue est extraite 3 
fois avec de I' acetate d'ethyle. Les phases organiques rassemblees sont 
sechees sur sulfate de magnesium et concentrees sous pression reduite. On 
obtient ainsi 1.49 g de trifluoroacetate du 4,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrazolo[3,4- 

20 c]pyridine-3-carboxylate d'ethyle dont les caracteristiques sont les suivantes : 
El : m/z=195 M + ' 

m/z=1 66 (M - CH 3 N) + * pic de base 

m/z=138 (M-C 3 H 7 N) + ' 
m/z=120 (m/z-166 ~ C 2 H 6 0) + " 

25 m/z=92 (m/z=1 20 - CO) + " 

Mesures du potentiel d'inhibition des produits a I'encontre de I'activite 
des kinases Tie2 et KDR : 



L'activite inhibitrice des produits a rencontre des kinases Tie2 et KDR est 
testee selon les protocoies experimentaux decrits ci-dessous. 
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1. Tie2 

La sequence codante de Tie2 humain correspondant aux acides amines du 
domaine intracellulaire 776-1124 a ete generee par PCR en utilisant le cDNA 
isole de placenta humain comme modele. Cette sequence a ete introduite 
5 dans un vecteur d'expression baculovirus pFastBacGT sous forme de 
prot6ine de fusion GST. 

L'effet inhibiteur des molecules est determine dans un test de 
phosphorylation de PLC par Tie2 en presence de GST-Tie2 purifiee a environ 
80 % d'homogeneite. Le substrat est compose des fragments SH2-SH3 de ia 

10 PLC exprimee sous forme de proteine de fusion GST. 

L'activite kinase de Tie2 est mesuree dans un tampon MOPS 20mM pH 7.2, 
contenant 10 mM MgCI 2 , 10 mM MnCI 2 , 1 mM DTT, 10 mM de 
glycerophosphate. Dans une plaque 96 puits FlashPlate maintenue sur glace, 
on depose un melange reactionnel compose de 70 pi de tampon kinase 

15 contenant 100 ng d'enzyme GST-Tie2 par puits. Ensuite 10 pi de la molecule 
a tester diluee dans du DMSO a une concentration de 10 % maximum sont 
ajoutes. Pour une concentration donnee, chaque mesure est effectuee en 
quatre exemplaires. La reaction est initiee en ajoutant 20 pi de solution 
contenant 2 ug de GST-PLC, 2 uM d'ATP froid et 1 uCi d' 33 P[ATP]. Apres 

20 1 heure d'incubation a 37°C, la reaction est stoppee en ajoutant 1 volume 
(100 pi) d'EDTA a 200 mM. Apres elimination du tampon d'incubation, les 
puits sont laves trois fois avec 300 pi de PBS. La radioactivite est mesuree 
sur un MicroBetal 450 Wallac. 

L' inhibition de l'activite Tie2 est calculee et exprimee en pourcentage 
25 d'inhibition par rapport a l'activite controle determinee en I'absence de 
compose. 

2. KDR 

L'effet inhibiteur des composes est determine dans un test de 
phosphorylation de substrat par I'enzyme KDR in vitro par une technique de 
30 scintillation (plaque 96 puits, NEN). 

Le domaine cytoplasmique de I'enzyme KDR humaine a ete clone sous forme 
de fusion GST dans le vecteur d'expression baculovirus pFastBac. La 
proteine a ete exprimee dans les cellules SF21 et purifiee a environ 60 % 
d'homogeneite. 
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L'activite kinase de KDR est mesuree dans 20 mM MOPS, 10 mM MgCI2, 
10 mM MnCI2, 1 mM DTT, 2.5 mM EGTA, 10 mM ^glycerophosphate, pH = 
7.2, en presence de 10 mM MgCl2, 100 pM Na 3 V0 4 , 1 mM NaF. 10 pi du 

compose sont ajoutes a 70 pi de tampon kinase contenant 100 ng d'enzyme 
5 KDR a 4°C. La reaction est lancee en ajoutant 20 pi de solution contenant 
2 pg de substrat (fragment SH2-SH3 de la PLCD exprimee sous forme de 
proteine de fusion GST), 2 pCi y 33 P[ATP] et 2 pM ATP froid. Apres 1 heure 
d'incubation a 37°C, la reaction est stoppee en ajoutant 1 volume (100 pi) de 
200 mM EDTA. Le tampon d'incubation est retire, et les puits sont laves trois 

10 fois avec 300 pi de PBS. La radioactivite est mesuree dans chaque puits en 
utilisant un compteur de radioactivite Top Count NXT (Packard). 
Le bruit de fond est determine par la mesure de la radioactivite dans quatre 
puits differents contenant I'ATP radioactif et le substrat seul. 
Un controle d'activite totale est mesure dans quatre puits differents contenant 

15 tous les reactifs (v 33 P~[ATP], KDR et substrat PLCy) mais en I'absence de 
compose. 

L'inhibition de l'activite KDR avec le compose de I'invention est exprimee en 
pourcentage d'inhibition de l'activite controle determinee en I'absence de 
compose. 

20 Le compose SU5614 (Calbiochem) (1 pM) est inclus dans chaque plaque 
comme controle d'inhibition. 
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Resultats : 





Tie2 


KDR 


% Inhib at 10uM (FRX) 


% Inhib atlOuM 


Chemistry 


Assay 1 


Assay 2 


Assay 1 


Assay 2 


P-31 378-1 12-3 F 

H H 


78,7 


79,1 


59,0 


56,5 


P-31 378-1 12-6 


92,7 


93,8 


71,4 


68,0 


P-31 378-1 12-2 


92,6 


92,6 


98,1 


97,4 


y — h 0 


87,8 


93,3 


86,8 


89,0 


P-31 378-1 12-4 f 

% 


83,1 


87,2 


56,2 


50,1 


P - 313W12 - 9 ^- 0 ^ 0 


82,6 


85,9 


53,2 


45,1 
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P-31 378-1 12-14 


69,7 


73,8 


19,5 


13,0 


P-31378-112-1 


83,1 


88,1 


96,5 


96,7 


P-31 378-1 12-1 6 ^ 


88,7 


88,3 


90,2 


89,1 


P-313/8-112- 


5 ^ 

B 


87,1 


86,4 


94,7 


95,4 


P-31 378-1 12- JO 


90,6 


87,9 


42,3 


28,7 


P-31378-112-7 ^ 

xxH? ° 


92,7 


92,0 


68,6 


64,3 


P-31 378-1 12-15 

xx:4? ° 


80,1 


83,8 


75,5 


77,4 



wo 
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Chemistry 


KDR % Inhib. 
10mM 


Tie2 % Inhib. 
10mM 


Chemistry 2 


77,20 




Chemistry 3 


78,10 




Chemistry 4 


25,40 




CI 

Chemistry 5 


88,80 




Chemistry 6 


2,10 


41,2 
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V 

Chemistry 7 


12,15 


48,6 


Chemistry 8 


85,45 


64,3 


o 

Chemistry 9 


15,45 


56,7 


Chemistry 10 


79,55 


83,9 


Chemistry 1 1 


70,35 


66,1 



WO 2005/007653 



64 



PCT/FR2004/001778 



& 

N 

At 

Chemistry 12 


69,05 


60,3 


M 

Chemistry 13 


84,50 


41,5 


Chemistry 14 


14,85 


50,5 


> 

Chemistry 15 


39,30 


69,4 


Chemistry 16 


-5,75 


36,4 
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1 

Chemistry 17 


-2,90 


50,7 


Chemistry 18 


-3,70 


55,0 


Chemistry 19 


17,90 


68,1 


f 

Chemistry 20 


1,65 


47,6 


Chemistry 21 


1,85 


33,0 



WO 2005/007653 



PCT/FR2004/001778 



66 



V^A- N HCl 
Y 

Chemistry 22 


3,65 


24,9 


Chemistry 23 


48 


92,5 


Chemistry 24 


70,75 


91,5 


CI o 

Chemistry 25 


31,85 


89,1 


V 

Chemistry 26 


27,75 


89,1 


Chemistry 27 


22,95 


65,4 
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16,50 


78,5 








\ ° 

Chemistry 28 












i 


13,35 


47,5 


Chemistry 29 




















15,30 


44,2 


iBiiiibiry ou 














45,70 


93,2 


Chemistry 31 






& 


46,45 


91,5 


Chemistry 32 
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V 

F 

Chemistry 33 


57,70 


95,9 


N \ NH 
^ M 

Chemistry 34 


18,15 


84,7 


V 

Chemistry 35 


27,40 


88,8 


Chemistry 36 


49,40 


90,8 
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N 

Hu- 
ll, 

[ 

Chemistry 37 


h 


41,20 


88,3 


Chemistry 38 


0 


20,85 


84,6 


4 

Chemistry 39 




30,90 


97,9 


Chemistry 40 




14,40 


83,4 


°r 

Chemistry 41 


72,50 


86,3 
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~'rr 

Chemistry 42 


52,65 


97,4 






10,90 


84,4 




Chemistry 43 








V=rN 

Chemistry 44 


41,10 


90,8 


< 

Chemistry 45 


33,40 


94,1 
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Chemistry 46 


73,05 


96,7 


cP 

Chemistry 47 


78,55 


87,7 


Chemistry 48 


41,95 
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RE VEND! CATIONS 



1. 



Produit de formule generate (I) suivante : 




N 
H 



(I) 



et ses tautomeres, caracterise en ce que : 

5 L est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO, NHCO, NH, NHS0 2 , 
S0 2 NH, NHCONH, CH 2 NH, NHCH 2 , 

X est choisi parmi liaison, CH 2j CO, S0 2) CONH, COO ; 

R1 est choisi parmi OH, H, alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryie, eventuellement substitue, et, lorsque X est liaison, alors R1 peut 
10 aussi etre halogene; 

R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryie, eventuellement substitue ; 

et en ce que les substituants sont independamment choisis parmi R3, 0-R3, 
halogene, N0 2j S0 2 -R3, CO-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, 

15 NHS0 2 ~R3, NHCONH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, 
S0 2 0-R3, OCONH-R3, 0S0 2 NH-R3, dans lequel chaque R3 est 
independamment choisi parmi H, alkyle, cycloalkyle, alcenyie, aryle, 
heteroaryie, heterocyclyle, eventuellement substitue par halogene, aryle, 
heteroaryie, R4, OR4, N(R4) 2 , dans lequel chaque R4 est independamment 

20 choisi parmi H, C1-C4 alkyle, et C1-C4 alkyle halogene. 

2. Produit selon la revendication 1, de formule generale (II) suivante : 




(ID 



et ses tautomeres, caracterise en ce que : 

X est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO ; 
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R1 est choisi parmi alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, heteroaryle, 
eventuellement substitue ; 

R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryle, eventuellement substitue ; 

5 et en ce que les substituants sont independamment choisis parmi R3, 0-R3, 
halogene, N0 2 , SO s -R3, C0-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, 
NHS0 2 -R3, NHC0NH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, 
S0 2 0~R3, OCONH-R3, 0S0 2 NH-R3, dans lequel chaque R3 est 
Independamment choisi parmi H, alkyle, cycloalkyle, alcenyle, aryle, 
10 heteroaryle, heterocyclyle, eventuellement substitue par halogene, aryle, 
heteroaryle, OR4, N(R4) 2 , dans lequel chaque R4 est independamment choisi 
parmi H, C1 -C4 alkyle. 

3. Produit selon la revendication 1 , de formule generate (III) suivante : 



et ses tautomeres, caracterise en ce que : 

X est choisi parmi liaison, CH 2 , CO, S0 2 , CONH, COO ; 

R1 est choisi parmi alkyle, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, heteroaryle, 
eventuellement substitue ; 

20 R2 est H ou choisi parmi alkyle, alkylene, cycloalkyle, heterocyclyle, aryle, 
heteroaryle, eventuellement substitue ; 

et en ce que les substituants sont independamment choisis parmi R3, 0-R3, 
halogene, N0 2 , S0 2 -R3, CO-R3, S02NH-R3, CONH-R3, N-(R3) 2 , NHCO-R3, 
NHS0 2 -R3, NHCONH-R3, NHS0 2 NH-R3, OCO-R3, COO-R3, OS0 2 -R3, 
25 S0 2 0-R3, OCONH-R3, OS0 2 NH-R3, dans lequel chaque R3 est 
independamment choisi parmi H, alkyle, cycloalkyle, alcenyle, aryle, 
heteroaryle, heterocyclyle, eventuellement substitue par halogene, aryle, 
heteroaryle, OR4, N(R4) 2 , dans lequel chaque R4 est independamment choisi 
parmi H, C1-C4 alkyle. 




H 



15 



(IN) 
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4. Produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que R1 est heretoaryle, eventuellement substitue. 

5. Produit selon la revendication 4, caracterise en ce que R1 est choisi 
parmi benzimidazolyle, indolyle, pyrrolyle, eventuellement substitue par 

5 halogene, R4, 0-R4. 

6. Produit selon la revendication 5, caracterise en ce que R1 est choisi 
parmi benzimidazol-2-yle, indol-2-yle, pyrrol-2-yle, eventuellement substitue 
par halogene, R4, 0-R4. 

7. Produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise 
10 en ce que R2 est choisi parmi phenyle, pyridyle, thienyle, C1-C4 alkyle, C3- 

C7 cycloalkyle, eventuellement substitue. 

8. Produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise 
en ce que X est choisi parmi CO, S0 2 . 

9. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que R1 est H. 

15 10. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que R1 est aryle 
substitue. 

11. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que R1-L est R1- 
NH-CO. 

1 2. Produit selon la revendication 1 1 , caracterise en ce que R1 est H. 

20 13. Produit selon Tune quelconque des revendications 1, 11 ou 12, 
caracterise en ce que X est liaison, et en ce que R2 est choisi parmi aryle 
substitue et heteroaryle substitue. 

14. Produit selon la revendication 13, caracterise en ce que R2 est choisi 
parmi 

25 - aryle substitue par NHS0 2 -R3 ou NHCONH-R3, et 

- heteroaryle substitue par NHSO r R3, ou NHCONH-R3. 

15. Produit selon la revendication 14, caracterise en ce qu'aryle est 
phenyle, et en ce que heteroaryle est choisi parmi pyridyle et pyrimidyle. 
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16. Produit selon (a revendication 14, caracterise en ce que R3 est choisi 
parmi aryle substitue et heteroaryle substitue. 

17. Produit selon la revendication 16, caracterise en ce que R3 est 
substitue par un substituant selectionne dans le groupe constitue par 

5 halogene, R4, OR4, N(R4) 2 , dans lequei chaque R4 est independamment 
choisi parmi H, C1-C4 alkyle, et C1-C4 alkyle halogene. 

18. Produit selon la revendication 17, caracterise en ce qu'i! est choisi 
parmi : 



10 




19. Produit selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il est sous forme : 

4) racemique, ou 

5) enrichie en un stereoisomer, ou 
15 6) enrichie en un enantiomere ; 

et en ce qu'il est eventuellement salifie. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un produit selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, en combinaison avec un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 

20 21. Utilisation d'un produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 
19, comme agent modulant I'activite d'une kinase. 
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22. Utilisation d'un produit seion la revendication 21, dans laquelle la 
kinase est choisie parmi Tie2 et KDR. 

23 Utilisation d'un produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 
19, pour la fabrication d'un medicament utile pour traiter un etat pathologique. 

5 24. Utilisation selon la revendication 23, dans laquelle I'etat pathologique 
est le cancer. 



